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Vorwort. 


Die  engen  Grenzen,  welche  der  ärztlichen  Kunst  in  der  Behandlung 
des  Krebses  gezogen  sind,  haben  in  stets  zunehmendem  Grade  den 
Wunsch  weiter  Fach-  und  Laienkreise  rege  werden  lassen,  die  Erfor- 
schung dieser  verheerenden  Krankheit  mit  allen  Mitteln  der  modernen 
Wissenschaft  in  Angriif  zu  nehmen. 

In  voller  Würdigung  dieser  die  Allgemeinheit  so  tief  berührenden 
Angelegenheit  hatten  auf  Anregung  des  Ministerialdirektors  Exzellenz 
Dr.  Althoff  private  Kreise  ihre  Bereitwilligkeit  erklärt,  zur  experimen- 
tellen Erforschung  des  Carcinoms  ein  größeres  Kapital  zusammenzu- 
bringen und  dem  dem  Verfasser  unterstellten  Institut  für  experimen- 
telle Therapie  zur  Verfügung  zu  stellen.  Den  tatkräftigen  Bemühungen 
des  Oberbürgermeisters  Herrn  Dr.  Adickes  zu  Frankfurt  a.  M.  und 
des  Herrn  Dr.  phil.  Ludwig  Darmstätter  zu  Berlin  ist  es  zu  danken, 
daß  sich  eine  Anzahl  hochherziger  Frankfurter  Bürger  —  die  verewigten 
Herren  Georg  Speyer  und  Marcus  M.  Goldschmidt,  sowie  Frau 
Johanna  Stern  und  die  Herren  Wilhelm  B.  Bonn,  Otto  Braünfels, 
Ch.  L.  Hallgarten,  ferner  das  durch  Herrn  Wilhelm  Merton  be- 
gründete Institut  für  Gemeinwohl  —  zu  ansehnlichen  Beiträgen  bereit 
fand.  Diesem  opferwilligen  Vorgehen  schlössen  sich  einige  angesehene 
Persönlichkeiten  aus  anderen  Orten  —  Freifrau  v.  STUMM-Hallberg, 
sowie  die  Herren  Geh.  Reg.-Rat  Dr.  BÖTTiNGER-Elberfeld,  Dr.  Ludwig 
DARMSTÄTTER-Berlin  und  Heinrich  Maas- Berlin  —  durch  Ueber Wei- 
sung weiterer  Mittel  an,  so  daß  unter  Hinzunahme  einer  denselben 
Zwecken  dienenden  Schenkung  des  Herrn  Rittergutsbesitzers  von  Kul- 
MiTz-Saarau  eine  Summe  von  150000  Mark  zur  Verfügung  stand,  welche 
es  dem  Unterzeichneten  ermöglichte,  in  planmäßiger  und  umfassender 
Weise  größere  Untersuchungen  über  das  Wesen  des  Carcinoms  in  Angriff 
zu  nehmen. 

Im  folgenden  erlaube  ich  mir,  eine  Uebersicht  über  die  Arbeits- 
richtungen zu  geben,  die  seit  dem  Bestände  der  Abteilung  eingehalten 
wurden. 
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4  Vorwort. 

Anfangs  stieß  mein  Bestreben,  die  Carcinomfrage  nicht  nur  histo- 
logisch, sondern  auch  experimentell  in  Angriff  zu  nehmen,  auf  die  aller- 
größten Schwierigkeiten.  Die  umfassenden,  von  Herrn  Dr.  Sticker 
ausgeführten  Versuche,  menschliche  oder  Hundecarcinome  auf  Hunde 
oder  andere  Tiere  zu  übertragen,  blieben  gänzlich  resultatlos.  Auf 
diesem  Gebiete  ist  lediglich  über  die  erfolgreiche  Transplantation  einer 
histologisch  als  Lymphosarkom  anzusprechenden  Geschwulst  des  Hundes 
zu  berichten,  die  Herrn  Dr.  Sticker  viele  Generationen  hindurch  ge- 
lang, und  über  die  derselbe  in  zwei  Mitteilungen  in  der  Zeitschrift  für 
Krebsforschung  1904  und  Med.  Klinik  1905  berichtet  hat.  Bemerkens- 
wert ist,  daß  bei  diesen  Versuchen  eine  Immunität  beobachtet  wurde, 
indem  bei  schon  einmal  geimpften  Tieren  eine  wiederholte  Impfung  fast 
ausnahmslos  negativ  verlief.  Im  übrigen  bewegte  sich  die  Forschung 
in  der  ersten  Periode  wesentlich  auf  histologischem  Gebiete  und  war 
vorzugsweise  darauf  gerichtet,  durch  Anwendung  zahlreicher  Färbeme- 
thoden Klarheit  über  das  Vorhandensein  von  Parasiten  zu  schaffen. 
Speziell  bezogen  sich  diese  Untersuchungen  auf  die  Ermittelung  der 
Natur  der  PLiMMERschen  Körperchen,  jener  eigentümlichen  Gebilde, 
die  zuerst  von  Plimmer  ausführlicher  beschrieben,  durch  die  eingehenden 
Arbeiten  von  v.  Leyden  im  Vordergrunde  des  Interesses  standen.  In  der 
Publikation  von  Apolant  und  Embden  über  die  Natur  einiger  Zell- 
einschlüsse in  Carcinomen,  Zeitschrift  für  Hygiene,  1903,  wurde  der 
mit  den  Resultaten  Aschoffs,  Nöskes  und  Unnas  im  wesentlichen 
übereinstimmende  Nachweis  erbracht,  daß  diese  Körperchen  als  Zellde- 
generationsprodukte  verschiedenster  Herkunft  aufgefaßt  werden  müssen. 

Um  diesen  Untersuchungen  eine  breitere  Basis  und  damit  den  ge- 
fundenen Resultaten  eine  weitere  Stütze  zu  verleihen,  wurde  auch  die 
Geflügelpocke,  eine  dem  menschlichen  Molluscum  contagiosum  verwandte, 
bei  Tauben  uud  Hühnern  zu  beobachtende  Epithelerkrankung  in  den 
Kreis  der  Forschung  miteinbezogen,  da  bei  dieser  evident  kontagiösen 
Krankheit  eine  starke,  an  den  Krebs  erinnernde  Proliferation  des  Epithels 
besteht.  Die  experimentellen  Untersuchungen  von  Marx  und  Sticker, 
Deutsche  med.  Wochenschrift,  1902,  ergaben,  daß  das  Virus  der  Vogel- 
pocke  in  seiner  Widerstandsfähigkeit  weitgehende  Differenzen  gegenüber 
dem  Carcinom  aufwies.  Denn  während  die  Elemente  des  letzteren  durch 
Eingriffe,  die  das  Leben  hochorganisierter  Zellen  zu  Grunde  richten, 
zerstört  werden,  behielt  das  Vogelpockenvirus  selbst  beim  Eintrocknen 
und  Aufbewahren  in  Glycerin  seine  volle  Wirksamkeit  bei.  Weiterhin 
wurde  die  inzwischen  durch  Halberstädter  bestätigte  und  nach  den 
Untersuchungen  von  Juliusberg  auf  der  JADASSOHNschen  Klinik  auch» 
für  das  menschliche  Molluscum  contagiosum  gültige  Tatsache  ermittelt 
daß  das  Virus  das  BERKEFELD-Filter  passiert,  mithin  jenseits  der 
Grenze  der  mikroskopischen  Sichtbarkeit  liegen  muß.  Hieraus  ergibt 
sich   mit  zwingender  Notwendigkeit,   daß   das  Epithelioma  contagiosum 
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von  den  eigentlichen  Tumoren  scharf  zu  scheiden  und  der  Gruppe 
derjenigen  infektiösen  Krankheiten  zuzuzählen  ist,  die,  wie  die  Schaf- 
pocke,  Maul-  und  Klauenseuche,  Menschenpocke,  Peripneumonie  der 
Rinder,  auf  einem  das  BERKEFELD-Filter  passierenden  Virus  beruhen. 

Auch  histologisch  konnten  die  fraglichen,  früher  als  Parasiten  an- 
gesprochenen Bildungen  von  Apolant  als  Degenerationsprodukte  des 
Kernes  sowohl  wie  des  Protoplasmas  nachgewiesen  werden^). 

Ein  völliger  Umschwung  der  Arbeitsrichtung  trat  im  Frühjahre  1903 
ein,  als  wir  in  den  Besitz  der  ersten  transplantablen  Mäusecarcinome 
kamen.  Ich  hatte  mir  von  Anfang  au  die  Aufgabe  gestellt,  die  Carcinom- 
zelle  in  Analogie  zu  den  in  der  Bakteriologie  gebräuchlichen  Methoden 
gleichsam  wie  ein  Bakterium  zu  behandeln  und  durch  sorgfältig  durch- 
geführte Tierpassagen  eine  Virulenzsteigerung  ad  maximum  zu  er- 
zielen. In  der  Tat  war  ich  in  der  Lösung  dieser  Aufgabe  glück- 
licher, als  spätere  Untersucher,  da  es  mir  gelang,  Tumoren  von 
einer  Wachstumsenergie  zu  bekommen,  wie  sie  weder  am  Kranken- 
material, noch  in  der  experimentellen  Forschung  jemals  beobachtet 
worden  ist.  Bei  dem  die  stärkste  Proliferation  skraft  zeigenden  Stamm  7, 
der  1  Woche  nach  der  Impfung  Tumoren  von  ca.  1  ccm  Größe  aufwies, 
haben  wir  versucht,  durch  Rechnung  ein  Bild  von  der  alle  Vorstellungen 
übertreffenden,  potentiell  in  dem  Tumor  vorhandenen  Wuchskraft  zu 
geben.  Unter  der  bei  unseren  Impfungen  tatsächlich  realisierten  Vor- 
aussetzung nämlich,  daß  aus  dem  verimpften  Tumor  in  8  Tagen  10  Tu- 
moren der  gleichen  Größe  entstehen,  würde  die  Gesamtmasse  des  durch 
Impfung  entstandenen  Tumormateriales  in  der  70.  Generation,  in  der 
die  Geschwulst  bei  der  inzwischen  eingetretenen  Sarkomentwickelung 
aufgehört  hat,  ein  Carcinom  zu  sein,  einem  Kubus  mit  einer  Kanten- 
länge entsprechen,  die  von  dem  in  der  Sekunde  300000  km  durch-, 
eilenden  Lichtstrahl  erst  in  mehr  als  100000  Sonnenjahren  zurück- 
gelegt wird,  also  eine  Masse,  die  weit  jenseits  unseres  Vorstellungs- 
vermögens liegt. 

Gleichzeitig  ist  es  mein  Bestreben  gewesen,  möglichst  viele  primäre 
Mäusetumoren  zu  erlangen  und  ihre  Entstehungsbedingungen  zu  eruieren, 
sowie  durch  fortgesetzte,  in  größtem  Stil  betriebene  Impfungen  ein  Ma- 
terial zu  gewinnen,  das  ausgedehnte  experimentelle  Studien  ermöglichte. 
Erst  hierdurch  ist  es  auch  meines  Erachtens  gelungen,  die  durch- 
greifende Differenz  festzustellen,  die  zwischen  den  Bedingungen  der 
spontanen  Entstehung  einer  Geschwulst  und  denen  des  positiven  Impf- 
erfolges bestehen.  Das  so  gut  wie  ausschließliche  Vorkommen  spon- 
taner Mäusetumoren  bei  Weibchen  einerseits  und  die  absolute  Irrelevanz 
des  Geschlechtes  für  das  Haften  der  transplantierten  Geschwulstmassen 

1)  Die  Typicität  der  Degenerationsform  erklärt  sich  vielleicht  aus 
dem  Vorhandensein  der  mikroskopisch  nicht  sichtbaren  Parasiten  in  den 
betreffienden  spezifischen  Bildungen. 
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andererseits  sind  in  dieser  Hinsicht  beweisend,  vorausgesetzt,  daß  sich 
die  Erfahrungen,  wie  bei  uns,  auf  ein  großes  Material  stützen,  das  bis 
jetzt  gegen  250  spontan  entstandene  Tumoren  umfaßt.  Aus  einem 
Dutzend  Fällen  dagegen,  die  beispielsweise  Bashford  ins  Feld  führt, 
lassen  sich  in  derartigen  Fragen  keine  beweisenden  Schlüsse  ziehen. 

Es  kann  dem  aufmerksamen  Beobachter  nicht  entgehen,  daß  auf  allen 
bisher  eingeschlagenen  Wegen  der  Krebsforschung  eine  gewisse  Stag- 
nation eingetreten  ist.  Weder  auf  rein  histologischem,  noch  auf  experi- 
mentellem Gebiete  ist  es  gelungen,  der  Lösung  des  Krebsproblems  einen 
nennenswerten  Schritt  näherzukommen.  Um  nur  einige  Punkte  zu  er- 
wähnen, haben  weder  das  Studium  der  Mitosen,  noch  die  zahllosen 
Bemühungen,  einen  Erreger  nachzuweisen,  die  Kenntnis  des  Carcinoms 
prinzipiell  gefördert,  und  auch  die  bisherigen  Versuche,  das  Problem 
experimentell  in  Angriff  zu  nehmen,  haben  bis  jetzt  zu  greifbaren  Re- 
sultaten nicht  geführt.  Meiner  Ueberzeugung  nach  sind  neue  positive 
Tatsachen,  die  eine  weitere  Forschungsperspektive  ergeben,  nur  auf  Grund 
eines  sehr  großen  experimentellen  Materiales  zu  ermitteln,  und  es  ist  mir 
eine  sehr  große  Freude,  hier  aussprechen  zu  können,  daß  die  konse- 
quente Verfolgung  dieses  Prinzips  nicht  nur  dazu  geführt  hat,  ein  Arbeits- 
material zu  schaffen,  wie  es  auch  nur  annähernd  zum  zweiten  Male  in  der 
Welt  nicht  vorhanden  sein  dürfte,  sondern  auch  eine  Anzahl  neuer  Tat- 
sachen hat  ermitteln  lassen,  deren  Kenntnis  nur  auf  dem  eingeschlagenen 
Wege  gewonnen  werden  konnte,  lieber  die  hier  zunächst  zu  erwähnende, 
mehrfach  von  uns  beobachtete  Sarkomentwickelung  auf  dem  Boden  lange 
Zeit  fortgesetzter  Carcinomimpfungen  haben  wir  in  zwei  Publikationen 
in  der  Berliner  klinischen  Wochenschrift  Mitteilung  gemacht.  Unter  den 
in  dem  vorliegenden  Hefte  zusammengefaßten  Arbeiten  bildet  die  des 
•  Herrn  Dr.  Apolant  eine  auf  sorgfältigen  3-jährigen  Studien  beruhende 
und,  wie  ich  glaube,  grundlegende  Schilderung  der  Histologie  und 
Histogenese  der  epithelialen  Mäusetumoren.  Auch  bei  diesen  Unter- 
suchungen hat  sich  der  Wert  eines  großen  Materials  auf  das  deutlichste 
gezeigt,  da  nur  hierdurch  neben  der  Aufklärung  vieler  strittiger  Spezial- 
fragen  die  Erkenntnis  der  strukturellen  und  genetischen  Einheitlichkeit 
der  hier  wesentlich  in  Betracht  kommenden  subkutanen  epithelialen 
Mäusetumoren  gewonnen  werden  konnte.  Ich  selbst  erlaube  mir,  über 
einen  sehr  seltenen  Mäusetumor,  ein  transplantables  Chondrom  zu  be- 
richten und  lege  in  einem  gesonderten  Aufsatze  die  biologischen  Re- 
sultate einer  mehrjährigen  Arbeit  nieder,  so  weit  sie  zu  einem  vorläu- 
figen Abschlüsse  gelangt  sind. 

Frankfurt  a.  M.  im  März  1906. 

P.  Ehrlich. 
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Lit  der  in  den  letzten  Dezennien  gewonnenen  Erkenntnis,  daß  im 
Gegensatze  zu  den  bisherigen  Erfahrungen  an  größeren  Tieren,  namentlich 
Hunden,  die  malignen  Geschwülste  kleiner  Säugetiere,  besonders  der 
Ratten  und  Mäuse,  mit  Leichtigkeit  innerhalb  der  Species  zu  übertragen 
sind,  ist  der  experimentellen  Erforschung  des  Krebses  ein  weites,  vorher 
nicht  geahntes  Feld  eröffnet  worden.  Den  ersten  grundlegenden  Impf- 
erfolgen Hanaus^),  sowie  den  bemerkenswerten  Versuchen  Moraus^) 
folgten  nach  einer  längeren  Pause  die  umfangreichen  Krebsübertragungen 
durch  Jensen^),  Borrel*),  Michaelis^),  sowie  die  im  allergrößten 
Stile  vorgenommenen  Impfungen  an  der  Carcinomabteilung  des  Frank- 
furter Institutes  für  experimentelle  Therapie.  Erst  jetzt,  da  die  posi- 
tiven Impferfolge  nach  vielen  Tausenden  zählen,  ist  die  unentbehrliche 
Basis  für  ein  experimentelles  Arbeiten  geschaffen  und  damit  der  For- 
schung der  Weg  erschlossen,  auf  dem  zunächst  ein  Fortschritt  in  der 
Erkenntnis  der  bösartigen  Tumoren  erhofft  werden  darf. 

Läßt  schon  das  gesteigerte  biologische  Interesse,  auf  das  die  Mäuse- 
tumoren nunmehr  Anspruch  erheben  dürfen,  auch  eine  eingehendere 
Würdigung  dieser  Neubildungen  seitens  der  pathologischen  Anatomen 
wünschenswert  erscheinen,  so  wird  ein  gründliches  histologisches  Studium 
zur  unabweislichen  Forderung  im  Hinblick  auf  die  Tatsache,  daß  die 
scheinbar  erheblichen  Differenzen  in  der  Uebertragbarkeit  der  Geschwülste 
bei  Mäusen  und  Hunden  Stimmen  haben  laut  werden  lassen,  welche  die 
Berechtigung,  die  verimpfbaren  Mäusegeschwülste  den  echten  Carcinomen 
als  gleichwertig  an  die  Seite  zu  stellen,  angezweifelt  haben. 

1)  Arch.  f.  klin.  Chir.,  1889. 

2)  Recherches  exper.  s.  1.  transmissibilite  de  certaiDS  neoplasmes.  Arch. 
de  m6d.  exper.,   1894. 

3)  Experimentelle  Untersuchungen  über  Krebs  bei  Mäusen.  Centralbl. 
f.  Bakt,  Bd.  34,  1904. 

4)  Epithelioses  infectieuses  et  Epitheliomas.  Ann.  de  l'Inst.  Pasteur, 
Janvier  1903,  No.  2. 

5)  Experimentelle  Untersuchungen  über  den  Krebs  der  Mäuse.  Med. 
Klin.,  1906,  No.  9. 
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In  der  richtigen  Erkenntnis,  daß  diese  biologischen  Unterschiede 
eine  Klarlegung  der  histologischen  Struktur  der  transplantablen  Tumoren 
doppelt  notwendig  machen,  hat  die  Mehrzahl  der  Autoren  ihre  Mit- 
teilungen über  die  Impferfolge  auch  auf  eine  Schilderung  des  mikro- 
skopischen Baues  meist  unter  Beifügung  von  Abbildungen  ausgedehnt, 
aus  denen  mit  Sicherheit  hervorgeht,  daß  die  fraglichen  Tumoren  echte 
Geschwülste  darstellen  und  keineswegs  als  infektiöse  Pseudotumoren 
aufzufassen  sind.  Ein  wirklich  erschöpfendes  pathologisch-anatomisches 
Bild  des  bei  den  Mäusetumoren  obwaltenden  Formenreichtumes  gewähren 
die  bisherigen,  wenn  auch  noch  so  verdienstvollen,  Publikationen  jedoch 
nicht.  Dazu  ist  weder  die  Zahl  der  beobachteten  Fälle  eine  genügend 
große,  noch  die  Darstellung  eine  genügend  eingehende. 

Erheblichen  Schwierigkeiten  begegnet  es,  eine  auch  nur  einiger- 
maßen klare  Vorstellung  von  der  Häufigkeit  der  Mäusetumoren  im  all- 
gemeinen zu  gewinnen.  Ihre  relative  Seltenheit  im  Laboratorium  erklärt 
sich  ohne  weiteres  dadurch,  daß,  besonders  bei  großem  Betriebe,  vor- 
zugsweise junge  Tiere  zur  Verwendung  kommen,  bei  denen  Neubildungen 
epithelialer  Natur  —  und  diese  bilden  das  fast  ausschließliche  Kontingent 
der  Mäusegeischwülste  —  zu  den  größten  Ausnahmen  gehören.  Die 
überwiegende  Mehrzahl  der  Tumoren  stammt  daher  aus  den  großen 
Züchtereien,  in  denen  wenigstens  ein  gewisser  Prozentsatz  der  Tiere 
das  für  die  Geschwulstentwickelung  notwendige  Alter  erreicht  hat^). 

Soweit  ich  die  Literatur  überblicke,  datiert  die  genaue  Kenntnis 
der  Mäusegeschwülste  aus  jüngster  Zeit.  Der  erste,  der  über  den  histo- 
logischen Bau  eines  mit  großem  Erfolge  weiterverimpften  Tumors  be- 
richtet, ist  MoRAU^).  Aus  seiner  Beschreibung  und  Abbildung  geht 
hervor,  daß  die  von  ihm  beobachtete  Spontangeschwulst  ein  alveoläres 
Adenocarcinom  mit  deutlich  ausgebildetem  Stroma  war. 

2  Jahre  später  beschrieb  Livinghood^)  in  einer  kurzen  Arbeit 
5  Mäusegeschwülste,  und  zwar  ein  primäres  Adenocarcinom  der  Lunge, 
ein  Talgdrüsenadenom  und  3  subkutane  Adenocarcinome,  von  denen 
zwei  Lungenmetastasen  aufwiesen.  Als  Ausgangspunkt  der  drei  letzten 
Tumoren  gibt  er  die  Brustdrüse  an. 

Im  Jahre  1898  erschien  in  Virchows  Archiv  eine  Arbeit  von 
Eberth  und  Spüde*),  in  der  die  Autoren  über  zum  Teil  multiple 
Tumoren   bei  drei  demselben  Elternpaare  entstammenden  Mäusen  be- 

1)  Es  scheint,  daß  die  Tumortiere  in  gewissen  Ztichtereien  besonders 
häufig  sind,  was  mit  den  Erfahrungen  Borrels  übereinstimmen  würde. 
Die  absolute  Zahl  dieser  Tiere  ist  jedoch  zu  gering,  um  brauchbare  Schlüsse 
auf  die  Häufigkeit  der  Mäusetumoren  überhaupt  zuzulassen. 

2)  1.  c. 

3)  Tumors  in  the  mouse.  John  Hopkins  Hosp.  Bull.,  1896,  No.  6ß 
bis  67. 

4)  üeber  Familiäre  Endotheliome.     Virchows  Arch.,  Bd.  153. 
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richten.  Ihre  Auffassung  der  Geschwülste  als  Endotheliome  ist,  wie 
wir  weiter  unten  ausführlicher  darlegen  werden,  eine  irrige.  Aus  der 
Beschreibung  sowohl  wie  aus  den  Abbildungen  geht  vielmehr  mit  Evi- 
denz hervor,  daß  es  sich  um  Brustdrüsenadenocarcinome  von  der  bei 
der  Maus  gewöhnlich  anzutreffenden  Form  handelt. 

Wenig  ausführlich  äußert  sich  Jensen^)  über  den  histologischen 
Bau  der  von  ihm  beobachteten  Spontangeschwülste,  doch  läßt  sich  aus 
seinen  bekannten  Mitteilungen  so  viel  entnehmen,  daß  die  Neubildungen 
ebenso  wie  der  Ausgangstumor  seiner  zahlreichen  Impfserien  in  die 
Gruppe  der  Adenocarcinome  mit  teilweise  cystischer  Umwandlung  ge- 
hören. Bei  einem  der  von  ihm  beobachteten  Tiere  fanden  sich  multiple 
Plattenzellcarcinome. 

Den  kurz  gefaßten  Bemerkungen  von  Michaelis*)  aus  dem  Berliner 
Krebsinstitute  entnehme  ich,  daß  er  im  ganzen  13  Spontantumoren  be- 
obachtet hat,  8  bei  weißen  und  5  bei  grauen  Mäusen.  Er  unterscheidet 
3  Typen,  das  alveoläre  resp.  tubuläre  Carcinom,  die  eigentlichen  Adeno- 
carcinome, und  eine  dritte  Form,  die  von  ihm  nicht  mit  eigenem  Namen 
belegt  wird,  nach  der  Beschreibung  aber  ungefähr  dem  entsprechen 
dürfte,  was  man  gewöhnlich  als  malignes  Adenom  bezeichnet. 

Wesentlich  größer  ist  das  im  ganzen  30  Spontantumoren  umfassende 
Material  Borrels,  das  zum  Teil  schon  von  Borrel^)  selbst,  später 
ausführlich  von  Haaland*)  veröffentlicht  worden  ist.  Die  Geschwülste 
gehören  der  Gruppe  der  Adenome  resp.  Adenocarcinome  an.  Dem 
Satze  Borrels  „Le  type  de  la  tumeur  est  toujours  le  meme""  pflichtet 
Haaland  bei,  bemerkt  jedoch,  daß  neben  reinen  und  cystischen  Ade- 
nomen solche  vorkommen,  in  denen  durch  Bildung  solider  Zellhaufen 
der  reine  Adenomcharakter  auf  weite  Strecken  verloren  geht.  Den 
jENSENschen  Tumor  beschreibt  er  als  einen  hiervon  verschiedenen  Typus, 
der  die  Verhältnisse  des  Carcinoma  alveolare  darbietet^).  Daneben  fanden 
sich  jedoch  noch  andere  interessante  Typen,  zunächst  ein  Cancroid  des 
Unterkiefers,  das  in  4  Fällen  beobachtet  wurde.  Unentschieden  blieb 
es,  ob  2  dieser  Fälle  durch  Impfung  entstanden  waren.  Ganz  ver- 
einzelt steht  die  Beobachtung  eines  als  Molluscoid  bezeichneten  Tu- 
mors da,  dessen  Natur  Borrel  und  Haaland  selbst  nicht  ganz  klar 
geworden  zu  scheint. 

Von  besonderem  Interesse  ist  die  Bemerkung  Haalands,  daß  er 
wiederholt  in  den  Lungen  von  Tieren,  die  einen  subkutanen  Tumor 
aufwiesen,  Geschwülste  fand,   deren  eigentümlicher,  von  dem  des  sub- 

1)  1.  c. 

2)  1.  c. 

3)  1.  c. 

4)  Les  tumeurs  de  la  souris.     Ann.  de    1.    Inst.  Pasteur,    Mars    1905. 

5)  Es  handelt  sich  um  einen  schon  durch  mehrere  Impfgenerationen 
von  Jensen  gezüchteten  Tumor. 
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kutanen  Tamors  abweichender  Bau  die  Diagnose  einer  gewöhnlichen 
Metastase  nicht  rechtfertigte.  Der  Autor  ist  daher  geneigt,  diese  in 
der  Architektur  den  Lungenalveolen  ähnelnden  Neubildungen  als  selb- 
ständige Lungenadenome  anzusprechen^). 

Neben  diesen  epithelialen  Tumoren  beobachtete  Haaland  im  Laufe 
von  2  Jahren  6  Fälle  von  malignem  Lymphom,  das  auffallenderweise, 
ähnlich  wie  es  Borrel  auch  für  die  Carcinome  beschrieben  hat,  nur 
bei  Tieren  desselben  Käfigs  auftrat. 

Bashford*)  sah  unter  30000  Mäusen  12  Tiere  mit  Spontantumoren. 
Unter  diesen  befand  sich  ein  Adenocarcinom  des  Darmes  und  ein  lo- 
bulärer, in  seinem  Bau  dem  Pankreas  ähnelnder  Tumor  des  Mesorectum. 
Die  übrigen  ist  der  Autor  geneigt,  als  Mammacarcinome  anzusehen.  In 
einem  Falle  beobachtete  er  Verhornung. 

Von  V.  Hansemann  liegen  nur  gelegentliche  Bemerkungen  vor, 
aus  denen  hervorgeht,  daß  er  eine  Reihe  von  Mäusetumoren  untersucht 
hat,  die  er  größtenteils  als  Endotheliome  anzusprechen  geneigt  ist,  wenn- 
gleich er  das  Vorkommen  echter  Carcinome  bei  der  Maus  keineswegs 
leugnet. 

Diesen  bisher  publizierten  Fällen  füge  ich  zunächst  einige  weitere 
bei,  von  denen  ich  auf  privatem  Wege  Kenntnis  erhielt.  So  schickte 
uns  Herr  Prof.  Councilman  freundlichst  Präparate  eines  primären 
Lungencarcinoms,  sowie  Herr  Dr.  Erdheim  in  Wien  Schnitte  eines 
typischen  Cancroids  der  Clitoris.  Herrn  Oberarzt  Dr.  Brieoer  in 
Breslau  verdanken  wir  ferner  sowohl  Präparate  eines  primären  Lungen- 
krebses, als  solche  von  subkutan  gelegenen  epithelialen  Tumoren.  Schließ- 
lich erwähne  ich  noch  zwei  von  Herrn  Dr.  Haaland  beobachtete  Ge- 
schwülste, ein  Cancroid  der  Vulva  und  ein  von  der  Wirbelsäule  aus- 
gehendes Chondrosarkom,  über  die  der  Autor  demnächst  eingehend  be- 
richten wird. 

Der  Vollständigkeit  halber  führe  ich  hier  noch  diejenigen  Geschwülste 


1)  In  der  Tat  habe  ich  mich  auch  davon  überzeugen  können,  daß  bei 
einer  der  makroskopisch  anscheinend  ganz  normalen  Lungen  unseres  Ma- 
terials, von  denen  Herr  Dr.  Haaland  eine  größere  Anzahl  auf  mikro- 
skopisch nachweisbare  Metastasen  zu  untersuchen  die  Liebenswürdigkeit 
hatte,  ein  kleiner  Herd  vorhanden  war,  der  keineswegs  als  gewöhnliche 
Metastase  angesprochen  werden  konnte.  Unentschieden  muß  ich  es  da- 
gegen bei  dem  Mangel  an  Serien  schnitten  lassen,  ob  es  sich  hier  vielleicht 
nur  um  adenomähnliche  abnorme  Verästelungen  der  Bronchien  handelt, 
wie  sie  von  Steknbkrg  (Verhdl.  d.  patholog.  Gesellsch.,  Cassel  1903)  in 
der  Meerschweinchenlunge  beschrieben  und  von  v.  Hansemann  in  der  Dis- 
kussion bestätigt  worden  sind. 

2)  Scientific  Reports  on  the  investigations  of  the  Imperial  Cancer 
Research  found  1905. 
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an,  die  angeblich  auf  Injektion  von  Parasitenkulturen  entstanden  sind. 
So  teilt  Sjöbrino  ^)  mit,  mit  Rhizopodenkulturen,  die  aus  entsprechenden 
menschlichen  Tumoren  gezüchtet  waren,  ein  multilokulares  KoUoidkystom, 
ferner  ein  Cylinderzellcarcinom,  ein  anscheinend  alveoläres  Carcinom 
und  endlich  eine  talgdrüsenähnliche  Adenomgeschwulst  erzeugt  zu  haben. 
Prof6  aus  dem  Laboratorium  von  Schmidt  ^)  berichtet  über  einen  durch 
Injektion  von  Kulturen  erzeugten  Mäusetumor,  der  von  v.  Hansemann 
als  Endotheliom  angesprochen  wurde,  von  uns  jedoch  auf  Grund  eines 
uns  freundlichst  eingesandten  Präparates  als  Mammaadenom  mit  teil- 
weise krebsiger  Umwandlung  gedeutet  werden  mußte. 

Bei  den  ungenauen  Angaben  mancher  Autoren  ist  es  leider  nicht 
möglich,  die  Zahl  der  bisher  beobachteten,  spontan  entstandenen  Mäuse- 
geschwülste exakt  zu  bestimmen.  Es  dürften  jedoch  kaum  mehr  als 
70  Fälle  in  der  Literatur  verzeichnet  sein.  Diese  betreffen,  mit  ver- 
schwindenden Ausnahmen,  nur  solche  Tumoren,  deren  epitheliale  Natur, 
wenn  auch  noch  nicht  von  allen  Seiten  zugegeben,  doch  ernsthaft,  und 
wie  wir  glauben,  mit  Erfolg  diskutiert  werden  muß.  Ungemein  selten 
sind  die  Geschwülste  innerer  Organe,  von  denen  bisher  nur  solche  des 
Darms  und  der  Lunge  bekannt  geworden  sind.  Auch  die  eigentlichen 
Cancroide  werden  nur  ausnahmsweise  beobachtet.  Das  Hauptkontingent 
der  Mäusetumoren  stellen  daher  die  subkutanen  Neubildungen,  die  meist 
als  Adenome  resp.  Adenocarcinome  gedeutet  wurden  und  in  einzelnen 
Fällen  von  der  Mamma  abgeleitet  werden  konnten.  Sie  sind  es  auch, 
auf  die  sich  das  Hauptinteresse  vom  experimentellen  Standpunkte  aus 
konzentriert. 

Ohne  der  Bedeutung  der  erwähnten  Arbeiten  zu  nahe  zu  treten, 
ist  doch  nicht  zu  verkennen,  daß  unsere  histologischen  Kenntnisse  der 
Mäusetumoren  noch  außerordentlich  lückenhafte  sind.  Harren  einerseits 
grundlegende  Fragen  des  Baues  und  der  Genese  noch  ihrer  Erledigung, 
so  geben  andererseits  die  bisher  vorliegenden  Daten  kein  genügend 
klares  Bild  von  der  pathologischen  Eigenart  und  dem  erstaunlichen 
Forraenreichtume  dieser  Geschwülste.  Nur  auf  Grund  eines  sehr  großen 
Materials  kann  eine  einigermaßen  befriedigende  Lösung  der  noch  offenen 
Fragen  erwartet  werden.  Sollte  es  mir  gelingen,  zur  Klärung  mancher 
dunklen  Punkte  etwas  beizutragen,  so  verdanke  ich  dies  in  erster  Linie 
dem  Umstände,  daß  mir  ein  so  großes  und  reichhaltiges  Material,  wie 
bisher  noch  keinem  Untersucher,  zur  Verfügung  stand,  dessen  Bearbei- 
tung ein  3-jähriges  Studium  erforderte. 

Im   ganzen  kamen   276  Einzeltumoren   bei  221  Tieren,   und   zwar 

1)  Centralbl.  f.  Bakt.,  Bd.  27. 

2)  Mitteil.  a.  Dr.  Schmidts  Laborat.  f.  Krebsforschung,  Heft  2,  Bonn 
1905. 
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207  weißen  und  14  grauen  Mäusen  zur  Beobachtung.  Hiervon  wurden 
233  Spontantumoren  neben  einer  sehr  beträchtlichen,  ziffernmäßig  nicht 
genau  anzugebenden  Anzahl  abgeimpfter  Geschwulste  mikroskopisch 
untersucht. 

Der  Wert  dieses  umfangreichen  Materials  erhöht  sich  für  unsere 
Zwecke  noch  durch  den  Umstand,  daß  es  mit  einer  einzigen  Ausnahme 
nur  aus  den  für  die  experimentelle  Forschung  hauptsächlich  in  Betracht 
kommenden  subkutanen  Tumoren  besteht.  Andererseits  darf  der  allein 
nicht  hierher  gehörige  Tumor  ein  ganz  besonderes  Interesse  bean- 
spruchen, da  er  ebenso  wie  das  von  Haaland  beobachtete  Chondro- 
sarkom der  Wirbelsäule  nach  den  bisherigen  Erfahrungen  ein  Unikum 
unter  den  Mäusegeschwülsten  darstellt,  nämlich  ein  intraperitoneal  im 
Netze  entstandenes  Chondrom,  das  sich  als  hervorragend  transplantabel 
erwiesen  hat  Da  dieser  Tumor  Gegenstand  einer  besonderen  Publi- 
kation werden  soll,  so  begnüge  ich  mich  hier  mit  seiner  Erwähnung. 

Entsprechend  den  schon  in  unserer  früheren  Publikation^)  ge- 
machten Angaben  hat  sich  auch  bei  unseren  erweiterten  Erfahrungen 
unter  den  mit  Spontantumoren  behafteten  Tieren  kein  einziges  Männchen 
befunden.  Dies  stimmt,  soweit  Angaben  hierüber  in  der  Literatur  vor- 
liegen, mit  den  Erfahrungen  anderer  Autoren,  namentlich  Borrels, 
überein.  Nur  Bashford  berichtet  über  eine  bei  einer  männlichen 
Maus  angetroffene  Geschwulst 

Multiple  Tumoren  wurden  im  ganzen  bei  38  Tieren,  also  etwa  in 
12  Proz.  aller  Fälle  beobachtet,  und  zwar  27mal  2,  7mal  3,  3mal  4 
und  Imal  5  Einzeltumoren. 

In  ihrer  histologischen  Struktur  können  die  Geschwülste  desselben 
Tieres  weitgehende  Differenzen  aufweisen,  indem  sie  nicht  nur  ver- 
schiedene Stadien  der  gleichen  Geschwulstform,  sondern  gelegentlich 
^anz  verschiedene  Typen  repräsentieren.  So  beobachteten  wir  bei  der- 
selben Maus  in  der  unteren  Bauchpartie  ein  reines  Adenom  und  am 
Halse  ein  typisches  papilläres  Carcinom.  Derartige  Verschiedenheiten 
des  Baues  sind  in  ihren  allmählichen  Abstufungen  für  die  einheitliche 
Auffassung  der  subkutanen  Mäusegeschwülste,  wie  wir  sehen  werden, 
von  großer  Bedeutung. 

Makroskopische  Metastasen  wurden  im  ganzen  in  6  Fällen  beob- 
achtet, und  zwar  5mal  nur  in  den  Lungen,  und  Imal  in  Lunge,  Leber 
und  Milz. 

Zuweilen  erreichen  die  Spotantumoren  eine  recht  stattliche  Größe. 
Neubildungen  von  dem  Umfange  einer  Kastanie  oder  Pflaume  gehören 
keineswegs  zu  den  Seltenheiten.  Die  exorbitanten  Dimensionen  jedoch, 
die  man  ganz  gewöhnlich  bei  transplantierten  Tumoren  antrifft,  werden 


1)  Ehelich  u.  Apolant,  Beobachtungen  über  maligne  Mäusetamoren. 
Berl.  klin.  Wochenschr.,  1905,  No.  28. 
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bei  den  spontan  entstandenen  nach  unseren  Erfahrungen  fast  nie  beob- 
achtet, auch  wenn  die  Tiere  an  der  Geschwulst  zu  Grunde  gehen. 

Ein  ganz  besonderes  Interesse  darf  die  Tumorlokalisation  für  sich 
in  Anspruch  nehmen.  Es  ist  gewiß  höchst  bemerkenswert,  daß  unter 
den  276  von  uns  untersuchten  Tumoren  nur  6  auf  der  hinteren  Körper- 
seite saßen,  nämlich  2  im  Genick  und  4  auf  dem  Rücken,  und  daß 
ferner  in  4  dieser  6  Fälle  daneben  noch  andere  Tumoren  die  gewöhn- 
lichen Prädilektionsstellen  einnahmen.  Alle  übrigen  259  Geschwülste 
gehörten  entweder  ganz,  oder  doch  so  weit  der  vorderen  Körperseite  an, 
daß  ihr  Ausgangspunkt  hierhin  verlegt  werden  konnte.  Da  weder  struk- 
turelle noch  funktionelle  Unterschiede  zwischen  der  Haut  der  vorderen 
und  hinteren  Körperseite  der  Maus  bekannt  sind,  die  diese  auffallende 
Tatsache  zu  erklären  im  stände  wären,  so  erscheint  es  von  vornherein 
bedenklich,  die  Tumoren,  wie  es  mehrfach  geschehen  ist,  von  Teilen 
der  Haut  selbst  abzuleiten.  Die  Bedenken  steigern  sich  im  Hinblick 
darauf,  daß  eine  feste  Verwachsung  mit  der  Haut  nur  bei  größeren 
Geschwülsten  angetroffen  wird,  also  vermutlich  erst  sekundär  entstanden 
ist,  während  die  jungen  Tumoren  offenkundig  subkutan  gelegen  sind. 
Ein  genaueres  Studium  der  Lokalisation  führt  uns  aber  in  der  Eruierung 
der  Geschwulstgenese  noch  einen  wesentlichen  Schritt  weiter.  Die  Neu- 
bildungen beschränken  sich  zwar  fast  ausschließlich  auf  die  vordere 
Körperseite,  werden  aber  im  Umfange  derselben  an  den  verschiedensten 
Punkten  angetroflen,  allerdings  unter  Bevorzugung  gewisser  Stellen. 
Die  Statistik  unseres  Materiales  ergibt  in  dieser  Beziehung  folgende 
Zahlen.  Am  häufigsten,  in  etwa  42  Proz.  der  Fälle,  sitzen  die  Tumoren 
an  der  Brustwand,  besonders  in  der  Achselhöhle,  und  greifen  gelegentlich 
von  hier  zur  Schultergegend  über.  25  Proz.  nehmen  die  seitliche  Bauch- 
wand ein,  16  Proz.  werden  in  direkter  Nachbarschaft  der  Vulva  an- 
getroffen, zuweilen  unter  Umwachsung  des  Oberschenkels,  während 
etwa  13  Proz.  ihren  Sitz  am  Halse  haben  zwischen  der  Hals-Brust- 
grenze und  dem  submaxillaren  Speicheldrüsenpaket.  Eine  einheitliche 
Genese  vorausgesetzt,  entsteht  daher  die  Frage:  Gibt  es  subkutan  ge- 
legene Organe  bei  der  Maus,  die  sich  wesentlich  auf  die  vordere  Körper- 
seite beschränken,  hier  aber  in  großer  Ausdehnung  von  der  Kiefer- 
gegend bis  zu  den  Genitalien  angetroffen  werden  und  vorwiegend  bei 
weiblichen  Tieren  ausgebildet  sind?  In  der  Tat  entsprechen  die  Brust- 
drüsen diesen  Bedingungen  in  so  vollkommenem  Grade,  daß  wir  schon 
hierdurch  gezwungen  sind,  sie  als  Ausgangspunkt  der  Tumoren  in  erster 
Linie  in  Betracht  zu  ziehen. 

In  Uebereinstimmung  mit  dieser  Ueberlegung  steht  erstens  die 
Tatsache,  daß  wir  häufig,  namentlich  bei  jungen  Tumoren,  die  Mamilla 
der  Geschwulst  direkt  aufsitzen  sahen,  sowie  zweitens  das  Resultat 
der  histologischen  Untersuchung.  Die  Genese  aus  der  Mamma  konnte 
auch  mikroskopisch  für  die   überwiegende  Mehrzahl  der  Tumoren  ein- 
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wandsfrei  bewiesen  und  für  die  übrigen  in  hohem  Grade  wahrscheinlich 
gemacht  werden. 

Vermutlich  wäre  der  sichere  Nachweis  ausnahmslos  gelungen,  wenn 
sich  nicht  in  ungefähr  der  Hälfte  aller  Fälle  die  mikroskopische  Unter- 
suchung bei  der  Notwendigkeit,  die  Hauptmasse  der  Geschwulst  zu 
Impfzwecken  zu  verwenden,  auf  ein  kleines  Stückchen  hätte  beschränken 
müssen,  das  nicht  immer  die  für  die  Ermittelung  der  Genese  geeig- 
netsten Partien  aufwies. 

Bei  dieser  Sachlage  scheint  es  geboten,  kurz  einen  Blick  auf  die 
normale  Anatomie  der  Mäusemamma  zu  werfen. 

Die  Maus  besitzt  jeder seits  in  der  Regel  5  Brustdrüsen,  deren 
oberste  die  Brust-Halsgrenze  so  weit  nach  oben  überragt,  daß  sie  an 
das  submaxillare  Speicheldrüsenpaket  direkt  angrenzt,  während  die  un- 
terste bis  zu  den  Genitalien  reicht  und  hier  ebenfalls  einer  Drüse  be- 
nachbart liegt,  die  bei  Mäusen,  besonders  männlichen  Tieren,  sehr  stark 
ausgebildet  ist  und  der  Präputialdrüse  entspricht. 

Die  Brustdrüsen  sind  platte,  graurötliche  Organe,  die  im  laktierenden 
Zustande  sowie  bei  alten  Tieren  auch  außerhalb  der  Laktationszeit  sich 
über  den   größten  Teil   der  Vorder-  und  Seitenwand   erstrecken.     Die 
Acini  sind  in  ein  teils  normales,  teils  modifiziertes  Fettgewebe  einge- 
bettet, welches  letztere  durch  dunklere  Färbung  und  protoplasmareichere 
Zellen  ausgezeichnet  ist  und  als  Analogon   der  Schlafdrüse  angesehen 
wird.    Die  Alveolen,   welche  je  nach  dem  Tätigkeitsstadium  der  Drüse 
einen  mehr  schleimig  kolloidalen   oder   milchigen  Inhalt  zeigen,  stehen 
gewöhnlich  in  Gruppen  angeordnet.     Sie  haben  kein  sehr  hohes,  aber 
deutlich  kubisches  Epithel   und   unter  gewöhnlichen  Verhältnissen   ein 
ziemlich  kleines  Lumen.     Durch   die  gruppierte  Anordnung  in  einem 
reichlich  entwickelten  Fettgewebe  gewinnen  sie  eine  frappante  Aehnlich- 
keit  mit  Schweißdrüsenknäueln.    Auch  in   der  Laktation  schwindet  die 
Gruppenbildung  nicht  vollständig,  doch  findet  man  hier  größere  Strecken 
kompakter  Drüsensubstanz   als  im   Ruhezustande.    Während  der  Gra- 
vidität nehmen  die  Alveolen  nicht  nur  an  Zahl,  sondern  auch  an  Größe 
erheblich  zu,  so  daß  stellenweise  außerordentlich  weite  Lumina  entstehen. 
Die  isolierte  Lage   und  Größendifferenz   der  einzelnen  Acini,  sowie  die 
geringe  Ausbildung  eines  eigentlichen  Stromas  bringen  es  mit  sich,  daß 
die  Mamma  der  Maus  in  keinem  Stadium  den  Eindruck  eines  sehr  fest 
gefügten,   kompakten   Organes   macht;   ein  Umstand,   der   von   diagno- 
stischer Bedeutung  ist,   weil   er   ein  wichtiges  Unterscheidungsmerkmal 
der  normalen  Drüse   gegenüber  einigen   gleich  zu  besprechenden  Neu- 
bildungen  darstellt.    Die  Ausfiihrungsgänge   sind  meist   weit  und   mit 
einem   kubischen   Epithel  ausgekleidet,   das   sich   nicht  wesentlich   von 
dem  der  Alveolen  unterscheidet,  insonderheit  keine  hohen  cylindrischen 
Formen  erkennen  läßt. 

Die   Armut   der   normalen   Mamma   an   einem    gut   ausgebildeten 
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Stroma  macht  es  verständlich,  daß  bindegewebige  Tumoren  der  Brust- 
drüse weder  von  uns,  noch  von  anderer  Seite  jemals  bei  Mäusen  beob- 
achtet worden  sind.  Auch  primäre  Mischgeschwülste  sind  bisher  nicht 
zur  Kenntnis  gelangt.  Alle  Mammatumoren  der  Maus  sind  vielmehr 
epitheliale  Neubildungen,  deren  Grundtypus  durch  das  Adenoma  simplex 
repräsentiert  wird. 

Mit  der  Bezeichnung  Grundtypus  soll  nicht  nur  ausgedrückt  werden, 
daß  das  Adenom  die  einfachste,  an  den  Bau  der  normalen  Mamma  sich 
am  engsten  anschließende  Geschwulstform  darstellt,  sondern  es  sollen 
damit  vor  allem  auch  seine  innigen  genetischen  Beziehungen  zu  den 
übrigen  epithelialen  Tumoren  betont  werden.  Trotz  dem  auf  diesem 
Gebiete  herrschenden  erstaunlichen  Formenreichtume  ist  uns  kein  ein- 
ziger Geschwulsttypus  begegnet,  dessen  Entwickelung  aus  dem  einfachen 
Adenom  nicht  gelegentlich  einwandsfrei  nachzuweisen  gewesen  wäre. 
Mit  dieser  höchst  auffallenden  Tatsache  gewinnt  einerseits  das  Adenom 
eine  theoretische  Bedeutung,  die  es  in  diesem  Umfange  in  der  mensch- 
lichen Pathologie  kaum  irgendwo  besitzt,  während  andererseits  die  innere 
Verwandtschaft  der  Mäusetumoren  noch  sinnfälliger  wird  und  sich  nicht 
nur  auf  die  Gemeinsamkeit  des  Geschwulstbodens  beschränkt.  Die 
Tumoren  bilden  gleichsam  eine  große  Familie,  deren  einzelne  Glieder 
durch  eine  in  verschiedener  Richtung  stattgehabte  Differenzierung  sich 
erst  allmählich  aus  einem  gemeinschaftlichen  Mutterboden  entwickelt 
haben.  Somit  stellen  diese  Geschwülste  ein  Analogon  dar,  zu  dem 
ebenfalls  eine  derartig  abgeschlossene  Gruppe  bildenden  Schilddrüsen- 
krebs der  Salmoniden,  dessen  Kenntnis  wir  der  jüngst  erschienenen 
ausgezeichneten  Monographie  Picks  verdanken. 

Das  Adenoma  simplex  (Taf.  1  Fig.  1). 
Die  Adenome  sind  abgekapselte,  leicht  ausschälbare,  solide  Ge- 
schwülste von  derber  Konsistenz  und  glatter  Schnittfläche.  Bei  ihrer 
großen  Neigung  zu  sekundären  Degenerationen  werden  sie  in  reiner 
Form  nicht  allzu  häufig  und  gewöhnlich  nur  bei  kleinen,  die  Größe 
einer  Bohne  nicht  überschreitenden  Neubildungen  angetroffen;  doch 
können  andererseits  umfangreiche  Partien  größerer  Tumoren  den  Adenom- 
typus noch  rein  bewahren,  wenn  an  anderen  Stellen  bereits  tiefgreifende 
Veränderungen  eingetreten  sind.  Mikroskopisch  ist  fast  stets  ein  lobu- 
lärer Bau  nachzuweisen,  der,  zuweilen  nur  angedeutet,  selten  so  aus- 
gesprochen ist,  um  schon  makroskopisch  deutlich  erkannt  zu  werden. 
Unter  unserem  großen  Material  haben  wir  nur  2  Fälle  beobachtet,  bei 
denen  die  Geschwulst  von  breiten  Zügen  eines  zellarmen  fibrösen  Ge- 
webes durchzogen  wurde,  in  dessen  Maschen  die  Alveolengruppen  ge- 
lagert waren.  Im  allgemeinen  zeigen  jedoch  die  Adenome,  wie  die  Mehr- 
zahl der  epithelialen  Mäusetumoren  überhaupt,  eine  ziemlich  geringe  Aus- 
bildung des  Stromas.    Man  kann  wohl  von  der  Kapsel  her  größere  Binde- 
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gewebszöge  in  das  Innere  der  Geschwulst  verfolgen,  dieselben  werden 
jedoch  bald  so  fein,  daß  sie  nur  dfinne,  selbst  mit  den  besten  Methoden 
schwer  färbbare  Septa  zwischen  den  dichtgelagerten  Alveolen  bilden. 
Nicht  selten  schwankt  der  Grad  der  Bindegewebsausbildung  innerhalb 
derselben  Geschwulst,  indem  einige  Lobuli  mehr  Stroma  aufweisen  als 
andere,  so  daß  also  größere  Partien  in  sich  einheitlich  gebaut  sind. 

Die  runden  oder  länglichen  Alveolen  selbst  entsprechen  im  allge- 
meinen den  normalen  Brustdrfisenacini,  doch  ist  zu  bemerken,  daß  sie 
dichter  stehen  und  innerhalb  der  Lobuli  nicht  in  Gruppen  angeordnet 
sind.  Ihre  Größe  schwankt  bei  den  unkomplizierten  Formen  in  engen 
Grenzen  und  bleibt  hinter  der  der  Dräsenacini  etwas  zurück.  Die 
einschichtig  liegenden  Zellen  sind  meist  klein,  von  annähernd  kubischer 
Gestalt  und  besitzen  einen  verhältnismäßig  großen  chromatinreichen 
Kern.  Mitosen  werden  nur  selten  gefunden  und  zeigen  niemals  patho- 
logische Formen.  Gewöhnlich  enthalten  die  Acini,  ähnlich  wie  die  der 
normalen  Mamma,  eine  mit  saueren  Farben  tingierbare  kolloidähnliche 
Masse,  die  entweder  das  Lumen  ganz  ausfüllt,  oder  sich  ungleichmäßig 
von  den  Wandepithelien  retrahiert  hat.  Erinnern  schon  die  kompakteren 
Partien  der  normalen  Mäusemamma  in  Form  und  Anordnung  der  Acini, 
sowie  ganz  besonders  wegen  dieser  Inhaltsmassen  entfernt  an  die 
Thyreoidea,  so  wird  die  Aehnlichkeit  der  Adenome  speziell  mit  der 
Struma  parenchymatosa  eine  so  frappante,  daß  man  ohne  spezielle 
Kenntnis  dieser  Verhältnisse  die  Diagnose  zunächst  auf  einen  paren- 
chymatösen Kropf  zu  stellen  geneigt  ist. 

Der  Zellreichtura,  den  die  Adenome  infolge  der  geringen  Stroma- 
entwickelung  aufweisen,  wird  dadurch  noch  wesentlich  vermehrt,  daß 
das  Bindegewebe  selbst  zuweilen  eine  intensiv  und  extensiv  wechselnde 
Rundzelleninfiltration  erkennen  läßt,  die  den  Adenomcharakter  mehr 
oder  weniger  verwischen  kann.  Dies  gilt  namentlich  von  den  Fällen, 
in  denen  sich  die  Zellinfiltration  nicht  auf  kleine  Bezirke  beschränkt, 
sondern  über  große  Strecken  des  Tumors  gleichmäßig  ausgebreitet  ist. 
Da  sich  die  kleinen  Alveolenzellen  in  ihrer  Größe  und  Kerntingibilität 
von  den  Rundzellen  nur  undeutlich  abheben,  so  ist  es,  besonders  bei 
nicht  ganz  tadelloser  oder  erst  einige  Zeit  nach  dem  Tode  des  Tieres 
erfolgter  Fixation,  häufig  schwer,  zu  entscheiden,  ob  die  Einschichtig- 
keit des  Epithels  überall  gewahrt  ist;  eine  um  so  wichtigere  Frage,  als 
atypische  Epithelwucherungen,  wie  wir  später  sehen  werden,  bei  den 
Adenomen  keineswegs  zu  den  Ausnahmen  gehören. 

Der  Reichtum  an  Gefäßen  entspricht  im  allgemeinen  der  Ausbildung 
des  Stromas,  doch  läßt  sich  eine  absolute  Parallele  zwischen  beiden 
nicht  überall  ziehen,  da  in  demselben  Adenom  gefäßreichere  und  gefäß- 
ärmere Partien  abwechseln  können,  ohne  daß  wesentliche  Unterschiede 
in  der  Ausbildung  des  Stromas  zu  erkennen  wären.  Ist  dagegen  das 
Bindegewebe  stärker  entwickelt,   oder  treten  degenerative  Prozesse  in 
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ihm  auf,  so  beobachtet  man  stets  eine  starke  Vermehrung  und  Erwei- 
terung der  Kapillaren,  welche  im  späteren  Verlaufe  sehr  häufig  zu 
Hämorrhagien  Veranlassung  geben. 

Die  geschilderte  Struktur  bezieht  sich  auf  das  ausgebildete  Adenom, 
also  auf  ein  Stadium,  in  dem  der  Tumor  allseitig  von  einer  Kapsel 
umgeben,  nirgends  einen  direkten  Zusammenhang  mit  der  normalen 
Brustdrüse  erkennen  läßt.  Etwas  anders  liegen  die  Verhältnisse  in  sehr 
frühen  Stadien,  die  ich  mehrfach  an  Serien  schnitten  zu  untersuchen 
Gelegenheit  hatte.  Es  handelt  sich  hier  um  Bildungen  von  liöchstens 
Linsengröße,  deren  Beziehungen  zur  Mamma  schon  makroskopisch  da- 
durch bewiesen  werden,  daß  die  Mamilla  dem  Tumor  häufig  direkt  aufsitzt. 
Ein  lobulärer  Bau  ist  hier  gewöhnlich  nicht  nachweisbar  (Taf.  1  Fig.  2). 
Die  Geschwulst  ist  wohl  teilweise  durch  stärkere  Bindegewebszüge  von 
der  normalen  Brustdrüse  getrennt,  an  anderen  Stellen  besteht  jedoch 
ein  ^o  kontinuierlicher  Uebergang,  daß  es  unmöglich  ist,  die  neugebil- 
deten Acini  scharf  von  dem  Mutterboden  abzugrenzen.  Dazu  kommt, 
daß  weder  die  Form  der  Alveolen,  noch  die  Gestalt  der  Zellen  selbst 
von  dem  Typus  der  normalen  Mamma  wesentlich  abweichen.  Vor  allem 
sind  diese  jungen  Bildungen  aber  gegenüber  dem  eigentlichen  Adenom 
dadurch  ausgezeichnet,  daß  sie  Ausführungsgänge  enthalten,  die  sich 
an  Serien  in  die  der  normalen  Drüse  verfolgen  lassen.  Die  neugebil- 
deten Zellen  funktionieren  also  in  durchaus  zweckentsprechender  Weise. 
Da  mithin  das  Pathologische  dieser  Form  wesentlich  in  einer  geschwulst- 
artigen Vermehrung  der  Acini  besteht,  bei  der  die  charakteristische 
Gruppierung  vollkommen  vermißt  wird,  so  scheint  es  mehr  Berechtigung 
zu  haben,  die  Bildungen  als  lokale  Hypertrophien  denn  als  eigentliche 
Geschwülste  sensu  strictiori  aufzufassen.  Eine  scharfe  Abgrenzung 
zwischen  beiden  Formen  ist  jedoch  unmöglich,  denn  es  bedarf  nur  einer 
Vervollständigung  der  zunächst  noch  unvollkommenen  Abkapselung,  um 
das  Bild  der  oben  beschriebenen  Adenome  mit  allen  weiterhin  noch  zu 
besprechenden  Folgeerscheinungen  entstehen  zu  lassen.  Den  direkten 
Beweis  für  diese  Auffassung  glauben  wir  darin  sehen  zu  müssen,  daß 
nicht  selten  beide  Formen  gemeinschaftlich  vorkommen,  und  zwar  so, 
daß  die  hypertrophischen  Partien  noch  einen  innigen  Zusammenhang 
mit  der  Mamma  aufweisen,  während  das  eigentliche  Adenom  allseitig 
von  einer  bindegewebigen  Kapsel  begrenzt  wird. 

Andererseits  sind  nun  aber  gewichtige  Zeichen  dafür  vorhanden, 
daß  das  Adenom  nicht  die  notwendige  Folge  der.  lokalen  Hypertrophie 
sein  muß.  Zuweilen  besteht  nämlich  in  den  hypertrophischen  Partien 
ein  auffallender  Mitosenreichtum,  der  in  den  eigentlichen  Adenomen 
der  Maus  niemals  vorkommt.  Bei  sorgfältiger  Untersuchung  dieser 
Fälle  wird  man  fast  stets  Stellen  finden,  in  denen  das  Drüsenepithel 
plötzlich  in  atypischer  Weise  zu  wuchern  beginnt  und  in  ganz  frühen 
Stadien  direkt  zum  Carcinom  führt. 
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Die  sekundären  Veränderungen,  denen  die  Adenome  bei  längerem 
Bestände  stets  unterliegen,  können  sowohl  das  Parenchym  wie  das 
Stroma  betreffen.  Im  ersteren  Falle  sprechen  wir  von  einem  Cyst- 
adenoma  simplex,  im  letzteren  von  einem  Adenoma  cysticum 
oedematosum  s.  haemorrhagicum.  Durch  den  sehr  verschie- 
denen Umfang,  in  dem  beide  Degenerationsformen  auftreten  und  sich 
kombinieren,  entsteht  ein  ungemein  wechselvolles  mikroskopisches  Bild. 

Eine  getrennte  Besprechung  der  Veränderungen  des  Parenchyras 
und  Stromas  erleichtert  das  Verständnis  der  teilweise  recht  kompli- 
zierten Strukturverhältnisse  und  erhält  seine  Berechtigung  durch  den 
Umstand,  daß  in  vielen  Fällen  ein  Degenerationsmodus  entweder  allein 
vorkommt  oder  doch  stark  prävaliert. 

Das  Cystadenoma  simplex  (Taf.  1  Fig.  3). 

Die  parenchymatösen  Veränderungen  bestehen  wesentlich  in  .einer 
Erweiterung  der  Alveolenlumina,  die  in  geringem  Grade  in  allen  Ade- 
nomen angetroflFen  wird.  Dabei  beobachtet  man  häufig  DiflFerenzen 
zwischen  verschiedenen  Lobuli  in  ähnlicher  Weise,  wie  es  oben  auch 
für  die  Ausbildung  des  Stromas  bemerkt  wurde,  indem  einzelne  Lobuli 
fast  durchweg  größere  Acini  aufweisen  als  andere. 

Die  Erweiterungen  sind  zum  Teil  wohl  auf  eine  Erhöhung  des 
intraacinösen  Druckes  zurückzuführen.  Die  Zellen  sondern  noch  ein 
normales  oder  schon  pathologisch  verändertes  Sekret  ab,  das  sich  bei 
der  Unmöglichkeit  einer  Entleerung  in  den  präformierten  Räumen  an- 
sammelt und  dieselben  erweitert.  Es  handelt  sich  mithin  um  Retentions- 
cysten.  Soweit  sich  der  Chemismus  dieses  Vorganges  histologisch  ver- 
folgen läßt,  kann  man  Fälle,  in  denen  das  Sekret  vollkommen  dem  der 
normalen  Mamma  gleicht,  von  solchen  trennen,  in  denen  es  eine  serösere 
Beschaffenheit  annimmt,  so  daß  mikroskopisch  entweder  nur  feinkörnig 
geronnene,  schlecht  tingierbare  Massen,  oder  aber  gar  kein  Inhalt  mehr 
nachzuweisen  ist. 

In  der  Regel  wird  bei  dieser  Degenerationsform  die  Erweiterung 
der  Lumina  von  keiner  entsprechenden  Zellproliferation  begleitet.  Daher 
kann  schon  sehr  frühzeitig  eine  Abplattung  des  kubischen  Epithels  ein- 
treten, eine  Erscheinung,  die  bekanntlich  sonst,  wenn  die  Zellwucherung 
mit  der  Vergrößerung  des  Lumens  gleichen  Schritt  hält,  bei  epithelialen 
Tumoren  nicht  beobachtet  wird.  Spielt  sich  der  gleiche  Prozeß  an  be- 
nachbarten Alveolen  ab,  so  werden  die  Scheidewände  außerordentlich 
dünn  und  schließlich  durchbrochen.  Derartige,  zuweilen  mehrfach  kom- 
munizierende Räume  erinnern  mit  ihren  alveolären  Ausbuchtungen  na- 
mentlich bei  schwacher  Vergrößerung  lebhaft  an  Lungengewebe.  Mit 
der  weiteren  Volumenzunahme  der  Cysten  geht  diese  Aehnlichkeit  aller- 
dings wieder  verloren.  Die  Gestalt  der  Cysten  wird  vielmehr  rund  oder 
oval  und  die  seitlichen  Ausbuchtungen  schwinden  allmählich.    Sehr  häufig 
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bemerkt  man  jedoch  noch  Reste  früherer  Scheidewände  in  Form  sporn- 
artig in  das  Lumen  hineinragender  Epithelleisten.  Die  Wand  der  Cysten 
wird  stets  nur  durch  eine  einzige  Lage  von  Epithelien  gebildet,  die  ent- 
weder noch  ihre  ursprüngliche  Form  bewahrt  haben  oder  abgeplattet 
erscheinen.  Zuweilen  variiert  die  Gestalt  der  Zellen  im  Umfange  der- 
selben Cyste,  so  daß  man  auf  der  einen  Seite  noch  kubisches,  auf  der 
anderen  dagegen  ganz  abgeplattetes  Epithel  bemerkt.  Eine  Vermehrung 
des  Bindegewebes  findet  in  der  Cystenwand  nicht  statt. 

Beschränkt  sich  die  Degeneration  ausschließlich  auf  das  Parenchym 
ohne  jede  Beteiligung  interstitieller  Prozesse,  so  kann  es  zu  beträcht- 
lichen Cysten  kommen,  ohne  daß  der  adenomatöse  Charakter  des  Tu- 
mors Wesentlich  geändert  wird.  Die  Cysten  erscheinen  meist  wie  mit 
dem  Locheisen  aus  dem  Adenom  ausgestampft,  besonders  dann,  wenn 
nur  ganz  vereinzelte  größere  Hohlräume  in  einem  durchaus  typischen 
Adenomgeweb^  angetroffen  werden.  Aber  selbst  bei  der  Bildung  zahl- 
reicher, mehr  oder  weniger  dicht  stehender  Cysten  zeigt  das  relativ 
spärliche  Adenomgewebe  gewöhnlich  keinerlei  Veränderung.  Sehr  häufig 
weicht  die  Gestalt  der  Cysten  von  der  runden  und  ovalen  Form  ab 
und  kann  infolge  Konfluenz  benachbarter  Räume  höchst  unregelmäßig 
werden. 

Das  Adenoma  cysticum  oedematosum  s.  haemorrhagicum. 
Zu  wesentlich  anderen  Bildern  fähren,  namentlich  in  den  ersten 
Stadien,  die  im  interstitiellen  Gewebe  sich  abspielenden  Prozesse.  Wir 
erwähnten  oben  bereits,  daß  das  Stroma  der  Adenome  gewöhnlich 
spärlich  entwickelt  ist.  Nicht  selten  bemerkt  man  jedoch  die  Acini  in 
kleinen  Bezirken  oder  auch  in  der  Ausdehnung  eines  ganzen  Lobulus 
weiter  voneinander  abstehen,  ohne  daß  eine  Aenderung  der  Bindegewebs- 
menge  zu  konstatieren  wäre.  Stets  begegnet  die  Färbung  des  Stromas 
in  diesen  Fällen  besonderen  Schwierigkeiten,  was  darauf  hinweist,  daß 
es  sich  nicht  bloß  um  eine  ödematöse  Durchtränkung,  sondern  zugleich 
auch  um  eine  Degeneration  des  Bindegewebes  handelt.  Das  histologische 
Bild  wechselt  mit  der  graduellen  Ausbildung  des  interstitiellen  Gewebes 
außerordentlich.  Zunächst  tritt  eine  Lockerung  des  organischen  Ver- 
bandes auf,  so  daß  die  Alveolen  auf  größere  oder  geringere  Strecken 
hin  eine  isoliertere  Lage  erhalten,  in  ihrer  Form  aber  keine  Verände- 
rungen aufweisen  (Taf.  1  Fig.  4).  Gewöhnlich  ist  diese  Lockerung  des 
Gewebes  an  einzelnen  Partien  besonders  hochgradig.  Man  trifft  alsdann 
Gruppen  guirlandenartig  oder  kreisförmig  angeordneter  normaler  Al- 
veolen inmitten  eines  weitmaschigen,  offenbar  stark  veränderten  inter- 
stitiellen Gewebes.  Nimmt  die  ödematöse  Durchtränkung  noch  mehr 
zu,  so  gehen  die  isolierten  Alveolen  schließlich  zu  (Gründe.  Dabei 
wird  zuweilen  eine  sehr  charakteristische  Veränderung  der  Zellen  beob- 
achtet, indem  herdweise  die  Zellkerne  eine  starke  Verklumpung  und  in- 
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tensive  Färbbarkeit  des  Chromatins  aufweisen,  die  ihnen  eine  Aehnlich- 
keit  mit  Lymphocyten  gibt,  eine  Zelldegenerationsform,  die  besonders 
bei  transplantierten  Carcinomen  in  ausgedehntem  Grade  beobachtet 
wird.  Durch  den  Untergang  des  Parenchyms  können  sehr  umfangreiche 
nekrotische  Herde  entstehen,  in  denen  nichts  weiter  erkennbar  ist,  als 
ein  weitmaschiges,  höchst  unregelmäßiges  und  schwer  färbbares  Maschen- 
werk von  Bindegewebslamellen  mit  Resten  untergegangener  Parenchym- 
zellen.  Begrenzt  sich  jedoch  der  interstitielle  Prozeß,  so  kann  es  eben- 
falls zur  Bildung  von  Hohlräumen  kommen,  die  auf  den  ersten  Blick 
den  echten  parenchymatös  entstandenen  Cysten  sehr  ähneln.  Durch 
den  Druck  der  Cysten  werden  nämlich  die  Acini  teils  komprimiert, 
teils  in  die  Länge  gezogen,  so  daß  ihr  ursprüngliches  Lumen  gänzlich 
verschwinden  kann  und  nur  noch  Längsreihen  von  Epithelien  zurück- 
bleiben. Tritt  diese  Formveränderung  der  Acini  im  ganzen  Umfange 
der  Pseudocyste  gleichmäßig  auf,  so  wird  sehr  leicht  der  Anschein  er- 
weckt, als  ob  die  längs  angeordneten  Zellen  die  Wandepithelien  der 
Cyste  selbst  darstellten.  Daß  dies  nicht  der  Fall  ist,  ergibt  sich  ohne 
weiteres  aus  dem  Vorhandensein  einer  feinen  Bindegewebsschicht,  die 
die  Epithellage  von  dem  scheinbaren  Cystenlumen  trennt. 

Die  Hauptschwierigkeiten  entstehen  jedoch  für  die  Diagnose  dann, 
wenn  sich  das  interstitielle  Oedem  mit  der  Alveolenerweiterung  kom- 
biniert. Die  Form  der  wandständigen  Zellen  ist  deshalb  nicht  immer 
ausschlaggebend,  weil  die  gänzlich  abgeplatteten  Epithelien  der  ein- 
fachen Retentionscysten  oft  nicht  mit  Sicherheit  von  Bindegewebszellen 
zu  unterscheiden  sind.  Ist  in  dem  fraglichen  Hohlräume  ein  Gefäß 
vorhanden,  so  ist  die  interstitielle  Genese  entschieden,  lassen  sich  an- 
dererseits größere  Sekretmengen  nachweisen,  so  wird  der  parenchy- 
matöse Ursprung  im  höchsten  Grade  wahrscheinlich.  Wenn  jedoch  die 
Cyste  leer  oder  mit  freiem  Blute  gefüllt  ist,  so  gelingt  es  unter  Um- 
ständen ohne  Serienschnitte  überhaupt  nicht,  die  Art  ihres  Zustande- 
kommens zu  ermitteln,  denn  im  ersteren  Falle  kann  es  sich  ebensogut 
um  eine  Retentionscyste  mit  serösem  Inhalte,  als  um  den  Tangential- 
schnitt  eines  interstitiellen  Hohlraumes  handeln,  indem  das  Gefäß  zu- 
fallig nicht  getroffen  ist,  während  eine  Blutung  sowohl  in  das  Bindege- 
webe, als  auch  gelegentlich  in  eine  parenchymatöse  Cyste  erfolgen  kann. 

Eine  weitere  Komplikation  ist  bei  dem  interstitiellen  Oedem  durch 
das  Verhalten  der  Gefäße  gegeben.  Dasselbe  wechselt,  je  nachdem  die 
Stauung  im  Tumor  mehr  die  Blut-  oder  die  Lymphgefäße  betrifft.  Im 
ersteren  Falle  liegen  die  Verhältnisse  einfacher.  Von  allen  Seiten  sieht 
man  strotzend  mit  Blut  gefüllte  Kapillaren  den  Tumor  durchziehen, 
deren  weiteres  Schicksal  offenbar  wesentlich  durch  die  lokalen  Druck- 
verhältnisse bestimmt  wird.  Es  kommt  daher  sehr  leicht  zu  kolossalen 
Erweiterungen,  zu  richtigen  Blutsinus,  deren  Wand  jedoch  stets  den  zarten 
Bau  der  Kapillaren  erkennen  läßt  (Taf.  1  Fig.  5).    Das  mikroskopische 
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Bild  gleicht  in  diesen  Fällen  einem  Cavernom,  in  welchem  die  Zwischen- 
räume zwischen  den  erweiterten  Blutgefäßen  von  den  wohlerhaltenen 
Resten  des  Adenoms  gebildet  werden.  Es  erscheint  nicht  wunderbar, 
wenn  unter  diesen  Verhältnissen  bei  einer  weiteren  Drucksteigerung 
die  Gefäßwand  hier  und  da  einreißt  und  zu  mehr  oder  weniger  umfang- 
reichen Hämorrhagien  Veranlassung  gibt. 

In  den  meisten  Fällen  werden  jedoch  von  der  Stauung  zuerst  bezw. 
gleichzeitig  die  Lymphgefäße  betroffen,  so  daß  eine  von  Blutbeimischungen 
völlig  freie  ödematöse  Durch tränkung  zu  stände  kommt,  die,  wie  oben 
beschrieben,  an  sich  schon  weitgehende  Veränderungen  des  Gewebes 
herbeiführen  kann,  ehe  sich  sekundär  die  Stauungserscheinungen  auch 
am  Blotgefäßsystem  bemerkbar  machen.  Besonders  deutlich  tritt  die 
getrennte  Wirkung  der  Stauung  auf  Blut  und  Lymphgefäße  dann  zu 
Tage,  wenn  die  stark  erweiterten  Kapillaren,  allseitig  von  Oedemflüssig- 
keit  umspült,  mitten  durch  die  interstitiellen  Räume  ziehen  (Taf.  1  Fig.  5)» 
So  überraschend  diese  Bilder  auf  den  ersten  Anblick  sind,  so  einfach  er- 
klären sie  sich  bei  einer  genaueren  Analyse  des  Prozesses.  Noch  leichter 
als  bei  der  primären  Blutgefäßstauung  kommt  es  bei  der  mit  der  Lymph- 
stauung kombinierten  zu  (refäßrupturen,  da  die  Bedingungen  für  eine 
häufig  beobachtete  aneurysmatische  Erweiterung  besonders  günstige  sind. 
Man  sieht  daher  nicht  selten  neben  dem  wohlabgegrenzten  Blutgefäß 
einen  hämorrhagischen  Erguß,  der  den  Lymphraum  nur  teilweise  füllt. 
Es  erübrigt  sich,  die  verschiedenen  Intensitätsstadien,  die  hier  beobachtet 
werden,  eingehend  zu  schildern.  Es  mag  genügen,  darauf  hingewiesen 
zu  haben,  daß  die  späteren  Stadien  der  interstiell  degenerierenden  Ade- 
nome vollkommen  von  den  hämorrhagischen  Prozessen  beherrscht  werden. 
Ein  im  Endstadium  begriffenes  hämorrhagisches  Adenom  bildet  eine 
nach  außen  völlig  abgekapselte  glatte  Cyste,  bei  deren  Anschneiden  sich 
eine  dickflüssige,  mit  Bröckeln  untermischte,  schokoladenbraune  Masse 
entleert.  Die  Innenwand  der  Cyste  ist  mit  frei  flottierenden  Gewebs- 
fetzen  besetzt,  die  mikroskopisch  nur  dünne  Zellbänder,  die  letzten  Reste 
des  ehemaligen  Adenomparenchyms,  erkennen  lassen. 

Der  Verlauf  der  Adenome  ist  also  ein  wesentlich  verschiedener,  je 
nachdem  sich  die  sekundären  Degenerationen  im  Parenchym  oder  im 
interstitiellen  Gewebe  abspielen.  Im  ersteren  Falle  können  große  Cysten 
mit  wasserklarem  Inhalte  entstehen,  während  im  letzteren  die  Hämor- 
rhagien vorwiegen.  Diese  theoretisch  notwendige  Scheidung  läßt  sich 
also  auch  praktisch  bis  zu  einem  gewissen  Grade  durchführen,  wenn- 
gleich sich  beide  Prozesse  in  den  vorgeschrittenen  Stadien  vielfach  kom- 
binieren und  nicht  mehr  scharf  voneinander  zu  trennen  sind. 

Das  Cystadenoma  papilliferum. 
Das    wesentliche   Charakteristikum   des   Cystadenoma   papilliferum 
liegt  darin,   daß  bei  ihm  im  Gegensatze  zu  den  bisher  besprochenen 
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Typen  die  Proliferation  der  Zellen  mit  der  Vergrößerung  der  Cysten 
mindestens  gleichen  Schritt  hält,  sie  meist  aber  noch  Qbertriift  und 
damit  zu  papillären  Bildungen  Anlaß  gibt. 

Als  selbständige  Geschwulstform  haben  wir  diesen  Typus  nur  4mal 
angetroffen.  Der  histologische  Charakter  des  papillären  Cystadenoms 
hängt  namentlich  in  den  Frühstadien  wesentlich  von  der  Stärke  der 
Stromaentwickelung  ab.  Stehen  die  Alveolen  infolge  stärkerer  Binde- 
gewebsbildung w  eiter  auseinander,  so  präsentieren  sie  sich  zunächst  als  all- 
seitig geschlossene  runde  Hohlräume  (Taf.  1  Fig.  6)  mit  hohem  kubischen 
Epithel  und  reichlichen  Inhaltsmassen,  welch  letztere  sich  in  saueren 
Farbstoffen  stark  tingieren  und  vielfach  konzentrisch  geschichtete  Inhalts- 
körper zuweilen  mit  radiärer  Streifung  erkennen  lassen.  Mit  der  Er- 
weiterung dieser  Hohlräume  wird  zunächst  die  äußere  Form  durch  seit- 
liche Ausbuchtungen  eine  unregelmäßigere,  während  gleichzeitig  das 
Epithel  in  den  Binnenraum  der  Cyste  kleine  Sprossen  treibt,  die  ali- 
mählich unter  Entwickelung  frischen  Bindegewebes  zu  überaus  zarten, 
schlanken  Papillen  auswachsen.  Bei  intensiverer  Zellproliferation  können 
die  weit  in  das  Lumen  hineinragenden  Papillen  seitliche  Ausläufer  zeigen, 
doch  haben  wir  eine  sehr  weitgehende  baumartige  Verzweigung  hier 
niemals  beobachtet.  Während  das  Epithel  auch  in  den  sekundären 
Sprossen  gut  ausgebildet  ist  und  eine  hohe  kubische  Form  besitzt,  be- 
schränkt sich  die  Entwickelung  des  bindegewebigen  Gerflstes  auf  ein 
Minimum  und  bedingt  dadurch  die  überaus  schlanke  Gestalt  der 
Papillen. 

In  dem  Inhalte  der  größeren  Cysten  werden  neben  den  erwähnten 
konzentrisch  geschichteten  Massen  vielfach  auch  verfettete  Zellen,  sowie 
Zelltrümmer  aller  Art  (abgestoßene  Epithelien,  eingewanderte  Leuko- 
cyten  etc.)  angetroffen,  deren  Identifizierung  im  einzelnen  nicht  immer 
möglich  ist. 

Ein  etwas  anderes  Bild  zeigen  die  stromaarmen  Cystadenome  (Taf.  1 
Fig.  7).  Die  Alveolen  liegen  hier  von  vornherein  so  dicht  beieinander,  daß 
das  trennende  Bindegewebe  ein  dünnes,  nicht  immer  darstellbares  Septuni 
bildet.  Die  Epithelien  benachbarter  Alveolen  stoßen  daher  scheinbar 
fast  direkt  aneinander,  wodurch  die  Geschwulst  ein  bienen wabenartiges 
Aussehen  erhält.  Auch  hier  ist  ganz  im  Gegensatze  zu  dem  Adenoma 
Simplex  der  hohe  kubische  Epithelcharakter  stets  gewahrt,  selbst  dann, 
wenn  die  weitere  Sekretstauung  Risse  der  Scheidewände  und  damit 
eine  Kommunikation  benachbarter  Alveolen  zur  Folge  hat.  Derartige 
Durchbrüche  finden  bei  Erhöhung  des  Innendruckes  außerordentlich 
häufig  statt  und  führen  dazu,  daß  die  Reste  ehemaliger  Scheidewände 
papillenähnlich  frei  in  die  nunmehr  miteinander  kommunizierenden 
Räume  hineinragen.  Man  muß  sich  jedoch  hüten,  diese  Pseudopa- 
pillen  mit  echten  Papillen  zu  verwechseln,  mit  denen  sie  nichts  gemein 
haben. 
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Trotz  des  charakteristischen  Baues,  den  das  papilläre  Cystadenom 
von  Anfang  an  aufweist,  ist  es  unmöglich,  eine  scharfe  Grenze  zwischen 
ihm  und  dem  Adenoma  siraplex  zu  ziehen.  Den  wenigen  Fällen,  in 
denen  man  das  papilliforme  Cystadenom  rein  beobachtet,  stehen  zahl- 
reiche andere  gegenüber,  in  denen  eine  innige  Mischung  beider  Adenom- 
typen angetroffen  wird,  und  zwar  so,  daß  ein  ganz  allmählicher  Ueber- 
gang  nachweisbar  ist.  Die  einfachen  Adenompartien  können  sogar  die 
vorhin  geschilderten  sekundären  Degenerationen  in  großer  Ausdehnung 
darbieten,  ohne  daß  dadurch  der  Charakter  der  papillären  Partien  beein- 
flußt würde. 

In  einem  einzigen  Falle  beobachteten  wir  eine  sehr  eigentümliche 
Kombination  von  einfachem  Adenom  mit  papilliformer  Cystenbildung. 
Der  Tumor  bestand  aus  einer  Anzahl  ziemlich  großer  Cysten  mit 
schönem  kubischen  Epithel  und  Inhaltskörpern,  deren  konzentrische 
Schichtung  als  charakteristisch  für  die  papillären  Cysten  angesehen 
werden  darf.  Diese  Hohlräume  waren  nun  gleichsam  eingemauert  in 
ein  typisches  Adenoma  simplex,  das  stellenweise,  wenn  auch  in  geringem 
Grade,  die  gewöhnlichen  Degenerationen  aufwies.  Die  papillären  Bil- 
dungen bestanden  aus  mehr  breiten,  in  das  Lumen  hineinragenden 
Sprossen,  die  ebenfalls  typisch  adenomatös  gebaut  waren  und  die  vorhin 
beschriebene  schlanke  Papillenformation  vollkommen  vermissen  ließen. 
Wir  registrieren  diese  vereinzelte  Beobachtung,  ohne  aus  ihr  einen  an- 
deren Schluß  zu  ziehen,  als  den,  daß  die  verschiedenen  Formen,  in 
denen  sich  beide  Adenomtypen  kombinieren  können,  für  ihre  nahe  Ver- 
wandtschaft sprechen  und  es  unzweckmäßig  erscheinen  lassen,  sie  zu 
scharf  voneinander  zu  trennen. 

So  klar  und  verständlich  der  histologische  Bau  der  bisher  beschrie- 
benen Geschwülste  auch  vom  Standpunkte  der  menschlichen  Pathologie 
aus  erscheint,  so  wenig  dürfen  andererseits  die  durchgreifenden,  gegen- 
über den  analogen  Tumoren  des  Menschen  bestehenden  Verschieden- 
heiten übersehen  werden.  Es  gibt  wohl  einen  menschlichen  Tumor,  der 
histologisch  von  dem  einfachen  Brustdrüsenadenom  der  Maus  kaum  zu 
unterscheiden  ist.  Bezeichnenderweise  ist  es  aber  kein  Mammatumor, 
sondern,  wie  erwähnt,  die  Struma  parenchymatosa.  Und  ebenso  wird 
man  als  Analogen  mancher  papillären  Cystadenome  der  Maus  weit  eher 
die  papillären  Ovarialkystome  des  Menschen,  als  gerade  die  entsprechenden 
Brustdrüsenneubildungen  heranziehen.  Mehr  aber  noch  als  in  der  Struktur 
sind  diese  Differenzen  zwischen  Mensch  und  Maus  in  den  biologischen 
Veränderungen  ausgesprochen,  denen  die  benignen  Mäusegeschwülste 
erstaunlich  häufig  unterliegen.  Während  nämlich  ein  direkter  Ueber- 
gang  vom  Adenom  zum  Carcinom  in  der  menschlichen  Pathologie  immer- 
hin selten  ist,  gehört  er  bei  den  Mäusetumoren  zu  den  alltäglichen  Er- 
scheinungen. Ich  bin  relativ  selten  einem  Mäusetumor  von  über  Kirsch- 
größe begegnet,  der  nicht  an  irgend  einer  Stelle,  meist  jedoch  in  großer 
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Ausdehnung,  eine  .krebsige  Entartung  erkennen  ließ.  Diese  höchst  auf- 
fallende Tatsache  ist  offenbar  der  Ausdruck  einer  ungewöhnlich  großen 
Proliferationskraft  der  Tumorzellen,  die  sich  noch  viel  sinnfäUiger  bei 
der  überwiegenden  Mehrzahl  der  echten  transplantierten  Carcinome 
äußert. 

Eine  gesteigerte  Wachstumsenergie  der  ZeUen  kann,  wie  oben  schon 
erwähnt,  bereits  in  einem  sehr  frühen  Stadium,  in  dem  der  Tumor  mehr 
den  Charakter  einer  lokalen  Hypertrophie  zeigt,  zur  carcinomatösen 
Entartung  führen.  Gewöhnlich  geht  in  diesen  Fällen  die  Neubildung 
der  Alveolen  unter  Auftreten  zahlreicher  Mitosen  von  vornherein  in 
stürmischer  Weise  vor  sich.  Das  Epithel  wird  sehr  bald  mehrschichtig» 
füllt  das  Lumen  vollkommen  aus  und  bildet  verzweigte,  infiltrativ  in 
die  Umgebung  hineinwachsende  echte  Carcinomstränge.  Viel  häufiger 
tritt  jedoch  die  atypische  Wucherung  erst  in  dem  fertigen  Adenom  auf. 
Man  kann  zwei  Modi  der  Umwandlung  unterscheiden,  die  zu  den  beiden 
Grundtypen  der  Mäusecarcinome  führen: 

1)  dem  Carcinoma  Simplex  alveolare, 

2)  dem  Carcinoma  papilläre. 

Das  Carcinoma  Simplex  alveolare. 
Nach  unseren  Erfahrungen  entsteht  das  alveoläre  Carcinom  nur 
aus  durchaus  soliden  Adenomen,  die  also  noch  keine  weitgehenden  Ver- 
änderungen, sei  es  einfach  cystischer  oder  hämorrhagischer  Natur,  er- 
litten haben.  Eine  geringe  parenchymatöse  Cystenbildung  kann  wohl 
stattfinden ;  dieselbe  hält  sich  jedoch  stets  in  bescheidenen  Grenzen  und 
ist  niemals  mit  ausgedehnten  interstitiellen  Prozessen  verknüpft.  Bei 
der  Häufigkeit  der  malignen  Umwandlung  kann  der  Prozeß  in  seinen 
einzelnen  Stadien  außerordentlich  deutlich  verfolgt  werden.  Er  setzt  ent- 
weder ganz  zirkumskript  oder  auf  größere  Strecken  verteilt  mehr  diffus 
ein  (Taf.  2  Fig.  9).  Im  ersteren  Falle  beobachtet  man  inmitten  des  ge- 
wöhnlichen Adenomgewebes  irgendwo  einen  sofort  in  die  Augen  fallenden, 
meist  scharf  begrenzten  Herd,  in  welchem  die  epithelial  angeordneten 
Zellen  ein  solides  Nest  ohne  die  geringste  Andeutung  eines  Lumens 
bilden.  Selten  vermißt  man  schon  in  diesem  frühesten  Stadium  Mi* 
tosen,  wodurch  ein  weiterer  Gegensatz  zwischen  den  jungen  Carcinom* 
herden  und  den  mitosenarmen  Adenompartien  gegeben  ist.  Derartige 
solide  Epithelnester  treten  nun  aber  nicht  nur  vereinzelt,  sondern  häufig 
in  größerer  Anzahl  über  das  Adenora  verteilt  auf,  so  daß  man  wohl 
berechtigt  ist,  von  einer  multizentrischen  Entstehung  des  Carcinoms  zu 
sprechen.  Dem  Einwände,  daß  es  sich  bei  diesen  multiplen  Herden 
um  die  Ausläufer  eines  in  der  Tiefe  zusammenhängenden  Carcinoms 
handeln  könnte,  ist  durch  Serienschnitte  zu  begegnen,  in  denen  die  voll- 
kommen isolierte  Lage  der  atypischen  Wucherungen  auf  das  deutlichste 
zu  erkennen  ist. 
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Die  aus  derartigen  multiplen  Herden  hervorgehenden  Carcinome 
stellen  gewöhnlich  stromaarme  Geschwülste  dar.  Die  jungen  Krebs- 
nester werden  nur  von  spärlichen  Zügen  des  ursprünglich  periacinösen 
Bindegewebes  eingefaßt,  das  nunmehr  nach  der  malignen  Umwandlung 
der  Drusenzellen  Krebsstroma  geworden  ist.  Das  bindegewebige  Gerüst 
ist  jedoch  für  den  architektonischen  Aufbau  einer  Geschwulst  von  ent- 
scheidender Bedeutung.  Bleibt  es  ungenügend  entwickelt,  so  treten  die 
lokalen  Bedingungen,  unter  denen  die  Geschwulst  wächst,  als  form- 
gebendes Prinzip  in  den  Vordergrund.  So  lange  daher  das  Carcinom 
noch  nicht  aus  dem  Mutterboden  herausgewachsen  ist,  finden  wir  den 
alveolären  Typus  weniger  ausgebildet.  Die  wuchernden  Krebszellen 
dringen  vielmehr  in  den  Gewebsspalten  vor,  wo  sie  Platz  finden,  adap- 
tieren sich  den  gegebenen  Raumverhältnissen  und  bilden  so  höchst 
mannigfaltig  gestaltete  Formen.  Unter  diesen  sind  besonders  häufig 
lange,  zuweilen  parallel  angeordnete  Bänder,  in  denen  die  Abhängigkeit 
der  Wachstumsform  von  den  lokalen  Verhältnissen  am  schärfsten  zum 
Ausdruck  kommt.  In  manchen  Fällen  macht  sich  dieser  Einfluß  nicht 
nur  auf  die  Gruppierung,  sondern  auch  auf  die  Gestalt  der  Zellen  selbst 
geltend;  namentlich  in  den  peripheren  Teilen  der  Krebsalveolen  zeigen 
sich  die  Zellen  zuweilen  stark  abgeplattet  und  in  die  Länge  gezogen, 
so  daß  sie  zwiebelschalenartig  die  zentralen  Partien  umgeben.  Eine 
Verwechselung  mit  Sarkomzellen  ist  jedoch  ganz  ausgeschlossen,  da  das 
eigentliche  Geschwulststroma  stets  in  einer  die  Diagnose  sicherstellenden 
Deutlichkeit  ausgebildet  ist. 

Bei  den  von  vornherein  maligner  auftretenden  Formen  konfluieren 
die  einzelnen  Carcinomherde  sehr  bald  zu  größeren  kompakten  Partien 
und  nehmen  damit  den  Typus  des  Carcinoma  solidum  an.  Es  ist  er- 
staunlich zu  sehen,  in  welchem  Umfange  dieser  Prozeß  gelegentlich  vor 
sich  geht  In  einem  evidenten  Adenom,  das  über  große  Strecken  seinen 
ursprünglichen  Charakter  rein  bewahrt  hat,  sieht  man  plötzlich  neben 
Stellen,  in  denen  isolierte  Carcinomherde  verteilt  liegen,  weite  Partien 
eines  anscheinend  völlig  gleichmäßig  gebauten,  fast  nur  aus  großen 
epithelial  angeordneten  Zellen  bestehenden  Gewebes.  Auf  den  ersten 
Blick  scheint  den  stark  gewucherten  Massen  jeder  organoide  Bau  zu 
fehlen;  erst  bei  genauerem  Studium  und  nach  Anwendung  spezieller 
Färbungsmethoden  gewahrt  man  feinste  Septen,  die  eine  gewisse  Gruppie- 
rung der  Zellen  zu  stände  kommen  lassen.  Ich  habe  diese  spezielle 
Form  des  Carcinoma  solidum  nur  dann  angetroffen,  wenn  der  Krebs 
noch  im  Innern  des  Adenoms  wucherte.  Bei  freier  Ausbreitung  kommt 
es  stets  zu  anderen  Formen,  die  wir  weiter  unten  besprechen  werden. 

Selten  entwickelt  sich  das  Carcinoma  solidum  in  der  erwähnten 
Weise,  ohne  daß  die  Zellen  selbst  eine  deutliche  Gestaltveränderung 
aufwiesen.  Es  ist  wiederholt  bemerkt  worden,  daß  die  Zellen  des  ge- 
wöhnlichen Adenoms  klein   sind  und  einen   relativ  großen,  chromatin- 
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reichen  Kern  besitzen.  Mit  dem  Beginne  der  atypischen  Wucherung 
ändert  sich  zunächst  an  dieser  Zellform  nichts,  so  daß  man  stets  um- 
fangreiche evidente  Carcinompartien  antrifft,  in  denen  die  Zellen  durch- 
aus mit  denen  des  adenomatösen  Mutterbodens  übereinstimmen.  Zu- 
weilen nehmen  sie  jedoch  allmählich  an  Größe  zu  und  erhalten  ein 
eigentümlich  blasiges  Aussehen.  Der  Vermehrung  des  Protoplasmas 
entspricht  auch  eine  Vermehrung  des  Kernes.  Da  jedoch  das  Ghromatin 
anscheinend  nicht  zunimmt,  so  sehen  bei  gewöhnlicher  Kerntinktion  die 
veränderten  Krebsherde  erheblich  heller  aus,  als  die  ursprünglichen 
Tumorpartien.  Der  einzige  Zellbestandteil,  der  bei  der  Umwandlung 
durch  intensivere  Färbbarkeit  deutlicher  hervortritt,  ist  der  Nucleolus. 
Wir  gehen  wohl  kaum  fehl,  wenn  wir  diese  Zellveränderung  als  den 
Ausdruck  einer  Anaplasie  im  Sinne  v.  Hansemanns  ansehen.  Besonders 
scharf  treten  die  anaplastischen  Veränderungen  dann  hervor,  wenn  die 
umgewandelten  Zellen  unvermittelt  an  gewöhnliches  Adenom  oder  an 
solche  Carcinompartien  angrenzen,  deren  Zellen  noch  don  ursprünglichen 
Typus  aufweisen.  Man  könnte  zuweilen  daran  zweifeln,  genetisch  zu- 
sammengehörige Zellen  vor  sich  zu  haben,  wenn  dieser  Zusammenhang 
nicht  durch  vielfache  Uebergänge  an  anderen  Stellen  klar  zu  Tage  träte. 

Die  anaplastischen  Partien  stellen,  wie  überhaupt  alle  stark  wuchern- 
den Mäusekrebse,  eine  Fundgrube  für  hyperchromatische  und  atypische 
Mitosen  aller  Art  dar.  In  den  reinen,  an  Mitosen  überhaupt  armen 
Adenomen  haben  wir  solche  atypischen  Formen  nie  beobachtet. 

Im  allgemeinen  hält  die  Gefäßneubildung  mit  dem  schnellen  Wachs- 
tum des  Tumors  nicht  Schritt,  so  daß  bereits  frühzeitig  in  den  zen- 
tralen Carcinompartien  mehr  oder  weniger  umfangreiche  Zerfallsherde 
auftreten.  Die  Art  der  Degeneration  zeigt  gewisse,  den  Mäusetumoren 
eigentümliche  Formen,  auf  die  wir  bei  Besprechung  der  transplantierten 
Geschwülste  zurückkommen  werden,  da  man  sie  hier  in  größter  Aus- 
dehnung und  charakteristischster  Ausbildung  antrifft. 

Etwas  abweichend  geht  die  carcinomatöse  Umwandlung  in  den- 
ienigen  Adenomen  vor  sich,  deren  lobulärer  Bau  infolge  stärkerer  Binde- 
gewebsentwickelung  schärfer  ausgesprochen  ist.  Wiederholt  haben  wir 
schon  darauf  hingewiesen,  daß  in  diesen  Fällen  häufig  zwischen  benach- 
barten Lobuli,  sowohl  in  der  Stärke  des  Stromas  als  auch  in  dem  Um- 
fange cystischer  Degenerationen  deutliche  Unterschiede  wahrgenommen 
werden.  Aehnliches  gilt  auch  für  den  Grad  der  carcinomatösen  Um- 
wandlung. Xeben  Lobuli  von  rein  adenomatösem  Bau  liegen  solche,  in 
denen  das  Epithel  eben  atypisch  zu  wuchern  beginnt,  während  wieder 
andere  schon  durchweg  krebsig  degeneriert  sind.  Gewöhnlich  bieten 
diese  Carcinome  nicht  den  ausgesprochenen  Charakter  des  gleichmäßig 
gebauten  Carcinoma  solidum,  sondern  den  der  typischen  Adenocarcinome 
dar,  indem  die  Neigung  der  Zellen  zu  acinöser  Anordnung  erhalten 
bleibt.    Diese  nicht  nur  genetisch,  sondern  auch  strukturell  die  Drüsen- 
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krebsnatur  klar  zeigenden  Formen  scharf  von  den  besprochenen  soliden 
Carcinomen  zu  trennen,  ist  jedoch  unmöglich,  da  beide  nicht  nur  ver- 
mischt vorkommen,  sondern  noch  andere  innige  Beziehungen  aufweisen, 
die  zum  Teil  erst  später  besprochen  werden  können  ^). 

Ihren  eigentlichen  typischen  Charakter  nehmen  die  alveolären  Car- 
cinome  jedoch  erst  dann  an,  wenn  sie  aus  ihrem  Mutterboden  heraus 
infiltrativ  in  die  Umgebung  wachsen.  In  einem  gut  ausgebildeten,  wenn 
auch  nicht  sehr  reichlichen  Stroma  sehen  wir  verschieden  große,  runde, 
ovale  oder  unregelmäßiger  gestaltete  Zellnester,  teilweise  mit  ausge- 
dehnten Zonen  zentralen  Zerfalls.  Sehr  bald  jedoch  verschmelzen  die 
benachbarten  Bezirke  zu  breiteren,  miteinander  kommunizierenden  Zell- 
balken. So  entsteht  das  Bild  des  Carcinoma  solidum  reticulatum,  der 
häufigsten  und  sich  meist  dauernd  erhaltenden  Endform  des  Alveolar- 
krebses.  Da  die  überwiegende  Mehrzahl  der  transplantierten  Krebse 
unter  diesem  Bilde  zu  verlaufen  pflegt,  so  werden  wir  weiter  unten 
noch  ausführlich  auf  diese  Krebsform  zurückkommen. 

In  sehr  seltenen  Fällen  bleibt  die  Tendenz  der  Krebszellen  zu  aci- 
nöser  Gruppierung  bestehen,  während  die  Geschwulst  im  ganzen  voll- 
kommen nach  dem  Typus  des  Carcinoma  reticulatum  gebaut  ist  Wir 
beobachteten  einen  sehr  schönen,  in  Fig.  8  Taf.  2  abgebildeten  Fall 
dieser  Art,  bei  dem  die  anastomosierenden  Balkenzüge  durchweg  eine 
adenocarcinomatöse  Struktur  aufwiesen. 

Auch  die  balkenförmigen  Carcinome  sind  im  allgemeinen  gefäßarme, 
stark  zu  Degenerationen  neigende  Geschwülste.  Ausnahmsweise  kann 
jedoch  die  Gefäßversorgung  eine  reichlichere  sein  und  Strukturverhält- 
nisse bedingen,  die  gelegentlich  zu  schweren  diagnostischen  Irrtümern 
Veranlassung  geben. 

Es  gibt  nämlich  gefäßreiche  Alveolarkrebse,  bei  denen  innerhalb 
größerer  Bezirke  die  meist  engen  Maschen  der  netzförmig  angeordneten 
Carcinombalken  vollständig  von  Gefäßen  ausgefüllt  werden  (Fig.  10). 
Die  Bilder  sind  sehr  merkwürdig  und  lassen  im  ersten  Augenblicke 


1)  Nur  kurz  soll  an  dieser  Stelle  erwähnt  werden,  daß  sich  zuweilen 
in  den  Metastasen  eine  ausgesprochen  adenomatöse  Struktur  findet,  von 
der  in  dem  Primärtumor  keine  oder  nur  geringe  Andeutungen  zu  be- 
merken sind.  Ebenso  taucht  zuweilen  bei  den  Impfcarcinomen  plötzlich 
in  begrenzten  Partien  wieder  ein  Rückschlag  zum  ursprünglichen  Drüsen- 
bau auf,  um  ebenso  schnell  wieder  zu  verschwinden.  OÜ'enbar  sind  diese 
Differenzen  von  untergeordneter  Bedeutung  und  hängen  wohl  in  erster 
Linie  von  dem  Tempo  des  Wachstums  ab.  Die  überstürzte  Wucherung 
führt  zu  kompakten  soliden  Tumormassen,  während  bei  langsamerer  Pro- 
liferation den  Zellen  genügend  Zeit  bleibt,  die  ihnen  innewohnende  Neigung 
zur  acinösen  Anordnung  in  die  Erscheinung  treten  zu  lassen.  Mit  dieser 
Erklärung  würde  die  Tatsache  übereinstimmen,  daß  in  den  mehr  adenomatös 
gebauten  Carcinomen  entschieden  weniger  Mitosen  gefunden  werden,  als 
in  den  soliden  Krebsformen. 
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lim  so  größere  Zweifel  an  der  Diagnose  Krebs  aufkommen,  als  infolge 
•der  minimalen  Stromaentwickelung  ein  organoider  Bau  gewöhnlich  nicht 
deutlich  ausgesprochen  ist.  Sind  vollends  im  Schnitt  anders  gebaute 
Partien  des  Tumors  nicht  mitgetro£fen,  so  können  die  diagnostischen 
Schwierigkeiten  recht  groß  werden.  Offenbar  war  man  auf  Grund  der 
scheinbar  engen  Beziehungen  der  Tumorzellen  zu  den  Gefäßen  geneigt 
diese  Geschwülste  der  Gruppe  der  „Endotheliome^  einzureihen,  obwohl 
es  noch  niemals  gelungen  ist,  die  Endotheliomnatur  eines  Mäusetumors 
einwandsfrei  nachzuweisen.  Hat  es  schon  in  der  menschlichen  Patho- 
logie seine  Bedenken,  ein  Endotheliom  lediglich  auf  Grund  der  Struktur 
ohne  genaue  Berücksichtigung  der  Genese  zu  diagnostizieren,  so  ist  es  bei 
den  besonderen  Wachstumsverhältnissen  der  Mäusegeschwülste  vollends 
unmöglich,  die  Entscheidung  auf  einem  anderen  als  dem  histogenetischen 
Wege  zu  treffen.  Mithin  spitzt  sich  die  Frage  darauf  zu,  sind  an  den 
Blut-  oder  Lymphgefößendothelien  —  denn  nur  um  diese  kann  es  sich 
bei  dem  subkutanen  Sitze  der  Tumoren  handeln  —  irgend  welche  Pro- 
liferationsvorgänge  nachweisbar,  die  eine  positive  Unterlage  für  die 
Diagnose  eines  Endothelioms  geben?  Diese  Frage  müssen  wir  ent- 
schieden verneinen.  Niemals'  sahen  wir  feine  Epithelstränge,  die  in 
ihrem  Habitus,  ihrer  Anordnung  oder  gar  durch  den  Nachweis  eines 
direkten  Ueberganges  als  gewucherte  Kapillarendothelien  hätten  gedeutet 
werden  können. 

Freilich  darf  man  nicht,  wie  es  Eberth  und  Spüde  ^)  getan  haben 
Drüsenausführungsgänge  mit  Lymphgefäßen,  und  ganz  normale  Mamma- 
alveolen mit  „abgeschnürten  Hohlsprossen  von  LymphgeßLßen"  ver- 
wechseln. Fig.  1  ihrer  Arbeit  stellt  ein  typisches  Bild  der  normalen 
Mäusemamma  mit  vielleicht  etwas  erweitertem  Ausführungsgange  dar, 
und  ebenso  sind  die  in  Fig.  3  als  „follikuläre,  teils  durch  Abschnürung. 
teils  durch  das  Auftreten  von  Kolloidschollen  entstandenen  Bildungen" 
gedeuteten  Alveolen  nichts  anderes,  als  typische,  vielleicht  gewucherte 
Mammaacini  mit  ihren  charakteristischen  Inhaltsmassen.  Als  Beweis 
dieser  meiner  Behauptung  mögen  die  in  Fig.  12  Taf.  2  und  13  Taf.  3 
wiedergegebenen  Bilder  einer  absolut  normalen  Mäusemamma  dienen, 
die  wir  den  der  EsERTHschen  Arbeit  entnommenen  Abbildungen  12a 
Taf.  2  und  13a  Taf.  3  in  annähernd  entsprechender  Vergrößerung  gegen- 
überstellen. Daß  die  Autoren  ebenso  wie  v.  Hansemann*),  der  sich 
ihrer  Deutung  neuerdings  vollinhaltlich  anschließt,  einem  so  schweren 
Irrtum  verfallen  konnten,  erklärt  sich  offenbar  dadurch,  daß  sie  an  die 
Möglichkeit  einer  Geschwulstgenese  aus  der  Mamma  gar  nicht  gedacht 
haben.  Ein  einziger  Schnitt  durch  die  normale  Brustdrüse  einer  Maus 
hätte  sie  vor  der  irrtümlichen  Erklärung  bewahrt. 


1)  1.  c. 

2)  Zeitschr.  f.  Krebsforschung,  Bd.  3,  Heft  4,  p.  13. 
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Die  erwähnten  Beziehungen  der  Geschwulst  zu  den  Gefäßen  ent- 
sprechen nun  in  der  Tat  auch  weniger  einem  Endotheliom  im  engeren 
Sinne,  als  dem  ihm  verwandten  Peritheliom.  Aber  auch  für  dieses 
lassen  sich  keinerlei  Beweise  anführen.  Die  Kapillarwand  grenzt  sich 
stets  so  scharf  von  dem  Tumor  ab,  daß  man  nirgends  den  Eindruck 
eines  genetischen  Zusammenhanges  gewinnt  (Taf.  2  Fig.  10).  Vor  allem 
aber  müßte  irgendwo  ein  Anfangsstadium  beobachtet  werden,  in  dem 
das  Herauswachsen  der  Tumorzellen  aus  der  Gefäßwand  zu  erkennen 
wäre.     Derartige  Bilder  haben  wir  jedoch  niemals  gesehen. 

Lassen  sich  daher  keine  Beweise  dafür  erbringen,  daß  die  in  Frage 
stehenden  Tumoren  in  die  Gruppe  der  Endotheliome  gehören,  so  ist 
uns  andererseits  ihre  Ableitung  aus  einem  echten  Adenocarcinom  wieder- 
holt gelungen.  Wir  legen  dabei  weniger  Gewicht  auf  eine  gelegentlich 
acinöse  Anordnung  der  Zellen,  die  auch  in  echten  Endotheliomen  ge- 
funden wird,  als  vielmehr  darauf,  daß  man  zuweilen  deutliche  allmähliche 
Uebergänge  der  fraglichen  Struktur  in  die  eines  reinen  typischen  Adenoms 
nachweisen  kann. 

In  welchem  Grade  sich  das  mikroskopische  Bild  desselben  Tumors 
gelegentlich  ändert,  geht  z.  B.  aus  den  Figg.  9,  10  und  11  Taf.  2  hervor, 
die  demselben  Schnitte  angehören  und  die  erwähnte  Umwandlung  auf 
das  deutlichste  erkennen  lassen. 

Wir  müssen  auf  diese  Fälle  ein  ganz  besonderes  (iewicht  legen,  da 
der  genetische  Zusammenhang  der  verschiedenen  Strukturen  keineswegs 
immer  so  klar  übersehen  werden  kann,  und  die  Notwendigkeit  des 
Analogieschlusses  daher  in  vielen  Fällen  an  uns  herantritt.  Dies  gilt 
nun  in  hervorragendem  Maße  von  denjenigen  Geschwülsten,  die  sich 
auf  das  engste  an  die  zuletzt  erwähnten  Adenocarcinome  anschließen 
und  die  wir  unter  dem  Namen  des 

Gystocarcinoma  haemorrhagicum 
zusammenfassen  wollen.  Hiermit  soll  keineswegs  ausgedrückt  werden, 
daß  diese  Tumorform  eine  in  sich  abgeschlossene  (»eschwulstgruppe 
darstellt,  da  eine  scharfe  Abgrenzung  hier  noch  weniger  möglich  ist, 
als  bei  irgend  einem  anderen  Typus  der  Mäusetumoren.  Wir  sind  viel- 
mehr der  Ansicht,  daß  es  sich  bei  diesen  lediglich  aus  praktischen 
(iründen  gesondert  zu  besprechenden  Tumoren  nur  um  eine  besondere, 
auf  den  speziellen  Verhältnissen  ihrer  Entwickelung  beruhende  Form 
der  alveolären  Adenocarcinome  handelt.  Während  nämlich  die  letzteren 
sich  entweder  direkt  aus  der  Mamma  oder  aus  soliden  Adenomen 
entwickeln,  die  noch  keine  tiefgreifenden  sekundären  Degenerationen 
erlitten  haben,  sind  unserer  Ansicht  nach  die  hämorrhagischen  Cysto- 
carcinome  nichts  anderes,  als  Alveolarcarcinome,  die  erst  auf  dem  Boden 
cystisch  resp.  hämorrhagisch  degenerierter  Adenome  entstehen.    So  un- 
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bedeuten d  dieser  Unterschied  zanäcbst  erscheint,  so  weitgehende  Kon- 
sequenzen hat  er  sowohl  in  struktureller  wie  biologischer  Beziehung, 
Konsequenzen,  die  es  durchaus  gerechtgfertigt,  ja  notwendig  erscheinen 
lassen,  dieser  Geschwulstform  eine  besondere  Betrachtung  zu  widmen. 
Wir  müssen  also  zunächst  daran  festhalten,  daß  das  Cystocarcinoma 
haeniorrhagicum  keine  einfache  Krebsform  darstellt,  sondern  eine  Kombi- 
nation degenerierender  Adenome  mit  atypischen  Epithelwucherungen. 
Daraus  erklärt  sich  die  große  Variabilität  des  histologischen  Bildes, 
denn  da  die  Krebsentwickelung  in  jedem  Stadium  der  Adenomdegene- 
ration  einsetzen  kann,  so  kompliziert  sich  der  an  sich  schon  ziemlich 
verwickelte  Vorgang  der  hämorrhagisch-cystischen  Entartung  in  der 
mannigfaltigsten  Weise.  Trotzdem  sind  die  Geschwülste  histologisch 
scharf  genug  charakterisiert,  um  die  einzelnen  Phasen  der  Entwickelung 
klar  verfolgen  zu  lassen. 

Betrachten  wir  zunächst  einen  typischen,  auf  der  Höhe  seiner  Ent- 
wickelung befindlichen  Fall.    Stellenweise  begegnet  uns  auf  dem  Schnitte 
das  Bild  des  degenerierenden  Adenoms  mit  cystischer  Erweiterung  der 
Alveolen   und  ausgebreiteten  Hämorrhagien   im   interstitiellen  Gewebe. 
In  weiten  Partien  des  Tumors  ist  jedoch  von  einem  adenomatösen  Baue 
nichts  mehr   zu   erkennen.     Die  Cysten   resp,   hämorrhagischen  Herde 
werden    vielmehr   von    Zellen    eingefaßt,    die   in    ihrer  Anordnung  die 
größte  Unregelmäßigkeit  darbieten.     Bald  finden  wir  umfangreiche,  an- 
scheinend   völlig    gleichmäßig    gebaute    kompakte    Zellkomplexe,   bald 
wiederum  direkt  damit  zusammenhängende  dünne  Zellbänder,  die  völlig 
regellos  in  Guirlandenform  das  Gesichtsfeld  durchziehen  (Taf.  3  Fig.  14). 
Die  enorme  Stromaarmut  dieser  Geschwülste  sowohl  in  den  adenomatösen, 
als   in   den   atypisch   gewucherten   Partien   bedingt    den   vollkommenen 
Mangel  eines  regulären  architektonischen  Aufbaues,  so  daß  die  Schwierig- 
keiten der  pathologisch-anatomischen  Auffassung  unüberwindliche  wären. 
wenn   nicht  andere  die  Mitte  zwischen   den   gänzlich   soliden  und  den 
hämorrhagischen  Formen  einhaltende  Tumoren  die  erwünschte  Klärung 
brächten.    Tritt  nämlich  die  atypische  Epithelwucherung  schon  zu  einer 
Zeit  auf,  in  der  die  cystischen  Veränderungen  des  Adenoms  noch  keinen 
hohen  Grad  erreicht  haben,  so  finden  wir  die  Epithelien  teils  in  soliden, 
schön  ausgel)ildeten  Nestern,  teils  in  unregelmäßigen  Haufen  und  Zügen 
angeordnet.     Diese    Verhältnisse   werden   durch   die   demselben   Tumor 
entstammenden  Figuren  14  und  15  Taf.  3  illustriert.  In  Fig.  14  sehen  wir 
höchst  unregelmäßige  Zellzüge,  die  teils  in  kompakten  Massen,  teils  in 
dünnen,   geschlängelt   verlaufenden  Zellbändern  mannigfaltig  gestaltete, 
teilweise   mit  kolloiden  Inhaltsmassen  ausgefüllte  cystisclie  Räume  ein- 
fassen,  während   uns   in  Fig.  15   gut  ausgebildete,   durch  zarte  Septeu 
getrennte,  mitosenreiche  Krebsuester  entgegentreten,   die  sich  mit  Vor- 
liebe ähnlich,  wie  schon  oben  besprochen,  um  normale  Kapillaren  grup- 
pieren.   Da  an   der  echten   Krebsnatur  dieser  Zellnester  kein  Zweifel 
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möglich  ist,  und  andererseits  ein  direkter  Uebergang  zwischen  ihnen 
und  den  formlosen  Zellmassen  besteht,  so  ist  damit  unserer  Ansicht 
nach  der  carcinomatöse  Charakter  der  ganzen  Geschwulst  bewiesen. 

Die  Frage  nach  dem  weiteren  Verlaufe  dieser  eigentümlichen  Car- 
cinoraform  kann  in  sehr  exakter  Weise  beantwortet  werden,  da  die 
hämorrhagischen  Carcinome  einen  großen  Prozentsatz  aller  Mäusetu- 
moren ausmachen  und  daher  auch  in  vorgeschrittenen  Stadien  häufig 
zur  Beobachtung  kommen.  Genau  wie  bei  dem  hämorrhagischen  Adenom 
werden  auch  hier  die  späteren  Stadien  von  der  Blutung  beherrscht. 
Wir  begegnen  daher  wieder  eng  bei  einanderstehenden,  prall  mit  Blut 
gefüllten  Räumen,  die  jedoch  nicht  mehr  von  adenomatös  gebauten 
Partien,  sondern  von  echten  Carcinommassen  getrennt  werden.  Je 
weiter  der  Prozeß  fortschreitet,  um  so  massenhafter  gehen  die  Carcinom- 
zellen  zu  Grunde  und  bilden  mit  den  zerfallenen  Blutkörperchen  einen 
dicken  Degenerationsbrei.  Da  die  Geschwulstkapsel  eine,  wie  es  scheint, 
für  die  Wucherung  der  Krebszellen  unüberwindliche  Barriere  bildet,  so 
erschöpft  sich  schließlich  die  Proliferationskraft  der  Zellen,  und  es  stellt 
sich  die  sehr  merkwürdige  Tatsache  heraus,  daß  der  Prozeß  ganz  ebenso 
zur  Bildung  einer  mit  dicken  bräunlichen  Blutmassen  gefüllten  Cyste 
führt,  wie  wir  es  bei  der  hämorrhagischen  Degeneration  der  einfachen 
Adenome  beschrieben  haben. 

Diese  relative  Benignität  des  hämorrgischen  Cystocarcinoms  kommt 
auch  histologisch  in  einer  bemerkenswerten  Mitosenarmut  zum  Aus- 
druck, die  in  scharfem  Gegensatze  steht  zu  dem  Mitosenreichtume  des 
eigentlichen  Alveolarkrebses.  Unzweifelhaft  hängt  es  hiermit  zusammen, 
daß  die  häufig  von  uns  vorgenommene  Verimpfung  des  hämorrhagischen 
Carcinoms  ausnahmslos  negativ  verlaufen  ist. 

Bei  dieser  Sachlage  leuchtet  die  große  Schwierigkeit  der  patho- 
logisch-anatomischen Auffassung  der  uns  beschäftigenden  Carcinomform 
ohne  weiteres  ein.  Soll  das  hämorrhagische  Cystocarcinom  auf  Grund 
des  durchaus  benignen  Verlaufes  zu  den  gutartigen  Geschwülsten  oder 
auf  Grund  der  Struktur  zu  den  Carcinomen  gerechnet  werden  V  Die 
Schwierigkeit  erhöht  sich  durch  den  Umstand,  daß  man  in  der  Kapsel 
völlig  ausgebildeter  hämorrhagischer  Cysten,  die  an  ihrer  Innenwand 
sogar  noch  Reste  eines  deutlich  adenomatösen  Baues  erkennen  lassen, 
häufig  atypisch  wachsende  Epithelstränge  antrifft,  die,  teilweise  ver- 
zweigt, im  ganzen  eine  den  Bindegewebsspalten  entsprechende  parallele 
Anordnung  zeigen.  Leider  ist  es  uns  nicht  möglich  gewesen,  das  weitere 
Schicksal  derselben  zu  ermitteln.  In  der  menschlichen  Pathologie  würde 
jedoch  eine  solche  heterotope  Epithelwucherung  allein  genügen,  um  die 
Diagnose  Krebs  sicherzustellen.  Wir  können  die  Malignitätsfrage  an 
dieser  Stelle  nicht  weiter  verfolgen,  weil  es  zur  Entscheidung  derselben 
unbedingt  notwendig  ist,  auch  die  Verhältnisse  der  Impftumoren, 
sowie  die  Metastasenbildung  zu  berücksichtigen,  und  behalten  uns  vor, 
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im  Zusammenhange  auf  diese  Frage  später  zurückzukommen.  Zunächst 
gehen  wir  in  der  Beschreibung  der  spontan  entstandenen  Carcinome 
weiter. 

Die  papillären  Carcinome. 

Die  Alveolarcarcinome,  die  weitaus  häufigste  Form  der  Mäusekrebse, 
verlaufen  gewöhnlich,  wenn  wir  von  den  immerhin  seltenen  Fällen,  in 
denen  eine  acinöse  Anordnung  der  Tumorzellen  unter  Bildung  echter 
Lumina  beobachtet  wird,  absehen,  unter  dem  Bilde  des  zellreichen 
Markschwammes.  Im  Gegensatze  hierzu  tritt  die  Lumenbildung  bei 
den  nunmehr  zu  besprechenden,  viel  selteneren  papillären  Formen  als 
konstantes  Charakteristikum  auf.  Die  hierher  gehörigen  Tumoren  zeigen 
einen  verschiedenen  Bau,  je  nachdem  die  Lumina  ihre  ursprüngliche 
Größe  wenigstens  annähernd  bewahren  oder  cystisch  erweitert  werden. 
Im  ersteren  Falle  entstehen  Bilder,  die  dem  Typus  des  Adenoma  ma- 
lignum  am  ehesten  entsprechen,  während  die  cystische  Erweiterung  zu 
dem  eigentlicl)  papillären  Krebs  führt.  Beide  Geschwulsttypen  scharf 
zu  trennen,  ist  jedoch  unzweckmäßig  und  praktisch  undurchführbar,  da 
sie  in  einem  offenkundigen  genetischen  Zusammenhange  stehen. 

Solange  die  Tumoren  noch  keine  Papillen  aufweisen,  kann  man 
sie  nach  ihren  hauptsächlichsten  strukturellen  Eigenschaften  als  spalten- 
bildende Adenocarcinome  bezeichnen  (Taf.  3  Fig.  16).  Die  von  wuchernden 
Epithelzellen  eingefaßten  Lumina  stehen  ziemlich  dicht,  zeigen  jedoch 
trotz  ihrer  Kleinheit  eine  bei  den  gutartigen  Adenomen  in  diesem 
Stadium  der  Hohlraumbildung  nie  zu  beobachtende  Unregelmäßigkeit 
der  Gestalt.  Statt  runder  oder  ovaler  Formen  bemerkt  man  vorzugs- 
weise enge,  in  die  Länge  gezogene,  winkelig  geknickte  oder  dreieckige 
Spalten,  die  nur  zu  geringem  Teile  Sekretmassen  enthalten.  Die  Zellen 
selbst  rahmen  diese  Spalten  zwar  zunächst  in  einer  meist  nur  ein- 
schichtigen Lage  ein,  erweisen  indessen  ihren  carcinomatösen  Charakter 
neben  den  reichlicher  auftretenden  Mitosen  vor  allem  darin,  daß  sie 
mit  den  Zellen  benachbarter  Bezirke  in  Verbindung  treten  und  so  ein 
ausgedehntes  zusammenhängendes  Zellreticulum  bilden.  Natürlich  ent- 
stehen bei  längerem  Bestände  der  Geschwülste  hier  und  da  mehrere 
Zelllagen,  doch  werden  größere  solide  Zellnester  bei  der  ausgesprochenen 
Neigung  zur  Lumenbildung  in  diesen  Geschwülsten  gewöhnlich  nicht  an- 
getroffen. Die  Stromaentwickelung  ist  auch  hier  eine  geringe.  In  dünnen 
Zügen  schieben  sich  die  Bindegewebssepten  zwischen  die  benachbarten 
Zellbezirke  ein,  soweit  dieselben  nicht  schon  durch  solide  Zellbrücken 
miteinander  verbunden  sind.  Infolge  der  besonderen  Wachstums- 
tendenz der  Geschwülste,  die  es  nirgends  zu  großen  Anhäufungen  kom- 
pakter Zellmassen  kommen  läßt,  sind  die  Ernährungsbedingungen  offenbar 
günstigere,  als  bei  den  markschwammähnlichen  Alveolarkrebsen,  und 
demgemäß  halten  sich  die  Degenerationen  in  sehr  viel  engeren  Grenzen. 
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Zuweilen  wird  die  beschriebene  Geschwulstlorm  ziemlich  rein  jin- 
j^etrofFen.  Sie  hat  sich  sogar  in  den  abgeimpften  Serien  eines  Stammes 
No.  11  mit  nur  geringen  Aenderungen  dauernd  erhalten;  häutig  be- 
merkt man  jedoch  Uebergänge  zu  dem  eigentlich  papillären  Carcinora. 
Der  Prozeß  ist  ein  ganz  ähnlicher,  wie  bei  dem  Cj'stadenoma  papilläre 
proliferum.  Mit  der  Erweiterung  der  Hohlräume  treibt  das  Wand- 
epithel zunächst  in  Form  häufig  zu  beobachtender  Zellbuckel  Sprossen 
in  das  Lumen,  die  allmählich  zu  langen,  mehrfach  verzweif^ten,  von 
Bindegewebe  axial  durchsetzten  Papillen  heranwachsen,  wodurch  das 
Cystenlumen  auf  ein  System  enger  Spalten  reduziert  wird.  Obwohl 
dieser  Vorgang,  wie  aus  Fig.  17  Taf.  3  hervorgeht,  histologisch  deutlich 
ausgesprochen  ist,  tritt  er  doch  niemals  in  dem  Umfange  aut,  wie  bei 
dem  menschlichen  Cystadenoma  proliferum.  Sowohl  die  (^ystenbildung, 
als  die  Verzweigung  der  Papillen  machen  schon  in  einem  Stadium  Halt, 
in  dem  der  Vorgang  makroskopisch  noch  nicht  zu  erkennen  ist. 

Ebenso  wie  aus  dem  spaltenbildenden  Adenocarcinom  kann  sich 
das  papilläre  Carcinom  auch  aus  dem  einfachen  Adenom  entwickeln. 
Wir  haben  diesen  Vorgang  wiederholt  beobachtet,  unter  anderem  auch 
bei  einem  der  Papillarkrebse  unseres  Materials  (No.  4),  der  transplan- 
tabel  war  und  bisher  in  7  Generationen  fortgezöchtet  werden  konnte. 
Weite  Strecken  des  einer  grauen  Maus  angehörenden  Ausgangs- 
tumors sind  noch  rein  adenomatös  gebaut;  plötzlich  beginnt  jedoch  mit 
der  Eweiterung  der  Lumina  das  Epithel  stark  zu  sprossen  und  noch 
in  demselben  Schnitt  tritt  uns  das  ausgesprochene  Bild  des  papillären 
Carcinoms  entgegen.  Ueberaus  charakteristisch  für  die  Mäusetumoren 
ist  der  Umstand,  daß  bei  dieser  Umwandlung  viel  seltener  das  gutartige 
Cystadenoma  papilliforme,  als  der  richtige  Papillarkrebs  gebildet  wird, 
auch  wenn  vorübergehend  die  Einschichtigkeit  des  Epithels  noch  gewahrt 
bleibt.  Sehr  bald  tritt  jedoch  unter  Bildung  zahlreicher  Mitosen  eine 
so  starke  Zeilproliferation  auf,  daß  sich  häufig  drei,  vier  und  mehr 
Epithelschichten  übereinander  türmen.  Eine  große  Anzahl  seitlicher 
Epithelsprossen  besteht  überhaupt  nur  aus  Zellen  ohne  jede  Beteiligung 
von  Bindegewebe,  das  lediglich  die  Hauptstämme  axial  durchsetzt. 

Sekundäre  Degenerationen  beobachtet  man  bei  diesem  Typus  sel- 
tener und  in  geringerem  Umfange  als  bei  irgend  einer  anderen  Krebs- 
form.  Sehr  häufig  liegen  völlig  isoliert  im  Cystenlumen  Zellen,  die  im 
ersten  Moment  den  Eindruck  abgestoßener  Epithelien  machen.  Tat- 
sächlich handelt  es  sich  bei  diesen  deutlich  in  einem  epithelialen  Verband 
befindlichen  Zellmassen  um  Querschnitte  frei  in  das  Lumen  hinein- 
ragender Papillen,  wie  aus  Serienschnitten  ohne  weiteres  hervorgeht. 

Die  bisher  besprochenen  Krebsformen  stellen  die  wesentlichsten, 
bei  reiner  Ausbildung  scharf  charakterisierten  Typen  der  Mäusecarcinome 
dar.  Hiermit  ist  jedoch  die  auf  diesem  Gebiete  herrschende  Formen- 
mannigfaltigkeit keineswegs  erschöpft.     Gehören  maligne  Tumoren  mit 
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einem  in  sich  durchweg  gleichmäßigen  Bau  schon  deswegen  zu  den 
Seltenheiten,  weil  sich  die  meisten  Mäusekrebse  erst  allmählich  aus  gut- 
artigen Neubildungen  entwickeln,  so  erhöht  sich  der  Formenreichtum 
noch  sehr  wesentlich  durch  die  mannigfachen  Typenmischungen,  denen 
in  der  Beschreibung  vollkommen  gerecht  zu  werden  kaum  möglich  ist. 
In  den  einfachen  Fällen  handelt  es  sich  nur  um  gewöhnliche  Geschwulst- 
kombinationen,  die  ungemein  häufig  sind  und  der  Deutung  keine 
Schwierigkeiten  bieten.  So  beobachtet  man  oft  Tumoren,  die  über  große 
Strecken  rein  alveolär  und  in  anderen  Partien  durchweg  papillär  ge- 
baut sind.  Meist  tritt  jedoch  bei  diesen  kombinierten  Tumoren  noch 
eine  weitere  Aenderung  des  Geschwulstcharakters  auf,  die  vorwiegend 
in  einer  ungewöhnlichen  Form  der  Cystenbildung  besteht.  Vor  allem 
sind  hier  diejenigen  Neubildungen  zu  nennen,  die  zunächst  als  reine 
Alveolarkrebse  wachsen,  später  aber  eine  cystische  Umwandlung  mit 
sekundärer  Papillenbildung  erleiden.  Im  einzelnen  verläuft  der  Prozeß 
folgendermaßen : 

Die  jungen,  bei  größeren  Tumoren  also  peripheren  Teile,  setzen 
sich  aus  isoliert  stehenden,  sohden  Krebsnestern  zusammen,  die  häufig 
ein  ausgesprochen  infiltratives  Wachstum  erkennen  lassen  und  zu- 
weilen die  Muskulatur  vollständig  durchsetzen.  Sobald  diese  Krebs- 
nester eine  gewisse  Größe  erreicht  haben,  entsteht  zentral  ein  kleiner 
Spalt,  der  sich  allmählich  zu  einer  richtigen  Cyste  erweitert.  In 
frühen  Stadien  stellen  diese  Cysten  kleine,  mit  einem  mehrschichtigen 
Epithel  ausgekleidete  Hohlräume  dar,  in  deren  Lumen  nicht  selten 
nekrotische  Zellmassen  angetroffen  werden.  Während  die  Zahl  der 
Zellschichten  in  manchen  Cysten  eine  große  Regelmäßigkeit  aufweist 
und  im  ganzen  Umfange  des  Hohlraumes  konstant  ist,  zeigt  sie  in 
anderen  Fällen  sehr  wechselnde  Verhältnisse,  so  daß  dasselbe  Lumen 
auf  der  einen  Seite  nur  von  einer  und  auf  der  anderen  von  vier,  sechs 
und  mehr  Epithellagen  eingefaßt  sein  kann.  Mit  der  Vergrößerung  der 
Cysten  sendet,  ähnlich  wie  bei  den  besprochenen  papillären  Carcinomen, 
das  Wandepithel  Sprossen  in  das  Lumen  hinein ,  die  jedoch  von  vorn- 
herein eine  plumpere  Gestalt  besitzen,  viel  weniger  Verzweigungen  auf- 
weisen und  niemals  zu  einer  spaltförmigen  Verkleinerung  des  Cysten- 
lumens  führen.  Wir  haben  sogar  Fälle  beobachtet,  in  denen  große, 
mit  mehreren  Epithellagern  eingefaßte  Cysten  keinerlei  Sprossenbildung 
zeigten.  Bei  derartigen,  gleichmäßig  erweiterten,  glattwandigen  Räumen 
liegt  es  nahe,  an  eine  Entstehung  aus  Ausführungsgängen  zu  denken, 
besonders  wenn  sie,  wie  nicht  selten,  mit  Sekretmassen  dicht  erfüllt 
sind.  Inwieweit  diese  Vermutung  zutrifft,  ließ  sich  in  einwandsfreier 
Weise  leider  nicht  ermitteln.  Die  Möglichkeit  dieses  Entstehungsmodus 
muß  jedoch  zugegeben  werden. 

Sehr  kompliziert  wird  das  histologische  Bild  in  den  Fällen,  in  denen 
sich  den  erwähnten  Typenkombinationen   noch  mehr  oder  weniger  um- 
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fangreiche  hämorrhagische  Prozesse  hinzugesellen.  Es  ist  dann  häufig 
überhaupt  unmöglich,  einen  scharf  ausgesprochenen  Geschwulstcharakter 
zu  erkennen  und  demgemäß  im  konkreten  Falle  den  Tumor  mit  einem 
alle  Struktureigentümlichkeiten  erschöpfenden  Namen  zu  belegen.  So 
haben  wir  Tumoren  beobachtet,  die  teilweise  einen  adenomatösen  Bau 
mit  parenchymatösen  und  interstitiellen  hämorrhagischen  Degenerationen, 
und  an  anderen  Stellen  alveoläre  und  papilläre  Partien  mit  großen 
Cysten  aufwiesen,  so  daß  in  einer  einzigen  Geschwulst  fast  alle  über- 
haupt bei  den  epithelialen  Mäusetumoren  vorkommenden  Strukturen 
vereint  waren. 

Es  ist  zwecklos,  diese  verwickelten  und  immerhin  sehr  seltenen 
Formen  im  einzelnen  zu  verfolgen.  Indem  wir  daher  die  Beschreibung 
des  Baues  der  primären  Mäusetumoren  hiermit  beschließen,  konstatieren 
wir  als  wichtigstes  Resultat  die  Erkenntnis,  daß  die  besprochenen 
Geschwülste  eine  in  doppeltem  Sinne,  genetisch  sowohl  als  strukturell 
einheitliche  Gruppe  darstellen.  Die  strukturelle  Einheitlichkeit  soll  erst 
später  eingehend  gewürdigt  werden,  nachdem  wir  die  weiteren,  aus  der 
Histologie  der  überimpften  Carcinome  sich  ergebenden  Stützen  kennen 
gelernt  haben  werden.  Dagegen  sei  es  uns  an  dieser  Stelle  gestattet, 
noch  einmal  die  drei  Hauptpunkte  zusammenzufassen,  die  auf  die  Mamma 
als  Ausgangspunkt  aller  besprochenen  Tumoren  hinweisen,  nämlich  das 
Geschlecht  der  Tumortiere,  die  Lokalisation  der  Geschwülste  sowie  der 
direkte  histologische  Nachweis. 

Ein  Material  von  über  220  Tieren,  das  sich  mit  Berücksichtigung 
der  in  der  Literatur  verzeichneten  Fälle  auf  etwa  300  erhöht,  ist  zu 
groß,  als  daß  wir  seine  ausschließliche  Zusammensetzung  aus  Weibchen 
als  Zufall  deuten  oder  damit  erklären  können,  daß  in  den  Zuchtbetrieben, 
aus  denen  die  Tumortiere  ja  wesentlich  stammen,  naturgemäß  die  Weib- 
chen stark  überwiegen.  Die  Erscheinung  ist  vielmehr  allein  mit  der 
Entstehung  der  Geschwülste  aus  der  Brustdrüse  zu  erklären. 

Das  Gleiche  gilt  für  die  Deutung  der  Lokalisation.  Ob  die  wenigen 
Fälle,  in  denen  die  Geschwülste  am  Rücken  saßen,  auf  aberrierende 
Keime  zu  beziehen  sind,  muß  ich  unentschieden  lassen.  Ein  Zwang 
für  diese  Annahme  scheint  mir  deswegen  nicht  zu  bestehen,  weil  die 
Mamma,  besonders  bei  alten  Weibchen,  so  weit  auf  die  Rückseite  des 
Tieres  übergreift,  daß  ein  am  äußersten  Ende  der  Drüse  entstehender, 
nun  aber  nicht  nach  vorn,  sondern  nach  hinten  wachsender  Tumor  den 
ungewöhnlichen  Sitz  sehr  wohl  erklären  würde. 

Der  allein  stringente  histologische  Nachweis  des  direkten  Zusammen- 
hanges der  Neubildung  mit  der  Brustdrüse  konnte  tatsächlich  in  der 
überwiegenden  Mehrzahl  der  Fälle  geführt  werden,  am  schlagendsten 
natürlich  bei  jungen  Tumoren,  die  gewöhnlich  allseitig  von  Mamma- 
gewebe  umgeben  sind.  Aber  auch  in  den  vorgeschritteneren  Stadien 
war  es  bei  genügend  eingehender,  auf  verschiedene  Geschwulstpartien 
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sich  erstreckender  Untersuchung  meist  nicht  schwer,  die  Genese  aufzu- 
decken. Die  Tumoren,  bei  denen  es  nicht  gelang,  waren  fast  aus- 
schließlich in  ihrer  Hauptmasse  zu  Impfzwecken  verwendet  worden.  Das 
meist  winzige,  für  die  histologische  Untersuchung  abfallende  Geschwulst- 
stückchen bot  aber  natürlich  nicht  immer  die  für  den  mikroskopischen 
Nachweis  der  Genese  günstigsten  Verhältnisse  dar.  Wir  sind  in  diesen 
Fällen  auf  Analogieschlüsse  aus  der  Struktur  resp.  auf  eine  Diagnose 
per  exclusionem  angewiesen.  Da  der  Ausgangspunkt  der  Geschwulst 
bei  ihrem  entweder  adenomatösen  oder  adenocarcinomatösen  Bau  unter 
allen  Umständen  eine  Drüse  sein  muß,  so  entsteht  die  Frage,  ob  über- 
haupt andere  Drüsen  als  die  Mamma  in  Betracht  kommen  können.  Die 
Schweiß-  und  Talgdrüsen  der  Haut  scheiden  ohne  weiteres  aus,  erstere, 
weil  sie  mit  Ausnahme  der  Sohlenfläche  bei  Mäusen  fehlen  und  letztere, 
weil  die  beobachteten  Tumoren  keine  einzige  der  für  die  Talgdrüsen- 
geschwülste charakteristischen  Eigenschaften  aufwiesen.  Aus  dem  gleichen 
Grunde  können  wir  für  die  so  häufig  in  der  Gegend  der  Vulva  sitzen- 
den Neubildungen  eine  Genese  aus  den  bei  den  Mäusen  stark  ent- 
wickelten Präputialdrüsen  ausschließen,  die  in  Bau  und  Funktion  weit- 
gehende Analogien  mit  den  Talgdrüsen  zeigen. 

So  käme  denn  lediglich  für  die  Halstumoren  noch  eine  Entstehung 
aus  den  Speicheldrüsen  in  Betracht.  Es  ist  nicht  zu  leugnen,  daß  ein 
Teil  der  hier  sitzenden  Geschwülste  in  so  engen  topographischen  Be- 
ziehungen zu  dem  submaxillaren  Drüsenpaket  und  besonders  zur 
Parotis  bteht,  daß  die  letzteren  nicht  selten  auf  den  mikroskopischen 
Schnitten  in  größerem  oder  geringerem  Umfange  mitgetroffen  sind. 
Stets  aber  ist  die  gänzlich  normale  Drüse  durch  ihre  Kapsel  scharf  von 
der  Neubildung  getrennt.  Niemals  haben  wir  auch  nur  das  geringste 
Zeichen  eines  genetischen  Zusammenhanges  nachweisen  können.  Da 
nun  aber  schon  die  normale  oberste  Mamma  in  direktem  Kontakt  mit 
den  Speicheldrüsen  zu  stehen  pflegt,  so  erklären  sich  die  Lagebeziehungen 
vollkommen  und  es  besteht  nicht  die  geringste  Schwierigkeit,  auch  die 
Halstumoren  aus  der  Brustdrüse  abzuleiten. 

Damit  glauben  wir  die  genetische  Einheitlichkeit  der  uns  be- 
schäftigenden Geschwülste  bewiesen  zu  haben.  Sie  stellen  durchweg 
Adenome  oder  Adenocarcinorae  eines  Organs  dar,  dessen  funktionelle 
Inanspruchnahme  bei  Mäusen  eine  besonders  große  ist. 

Die  an  sich  auftauende  und  von  den  Verhältnissen  beim  Menschen 
abweichende  Tatsache,  daß  innerhalb  einer  Tierspecies  ein  einziges  Organ 
so  vorwiegend  für  die  Geschwulstbildung  in  Betracht  kommt,  ist  ver- 
mutlich auf  die  einfacheren  Lebensbedingungen  zurückzuführen,  unter 
denen  sich  häufig  wiederkehrende,  hier  off'enbar  mit  der  starken  In- 
anspruchnahme der  Brustdrüse  zusammenhängende  Schädlichkeiten  in 
einseitiger  Richtung  äußern.  Etwas  Aehnliches  ist  bisher  unseres  Wissens 
nur  noch  von  Pick  beobachtet  worden,  dessen  schöne  Untersuchungen 
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Ober  den  Schilddrüsenkrebs  der  Salmoniden  ganz  ähnliche  Verhältnisse 
aufgedeckt  haben.  Auch  hier  bewirkt  eine  äußere  Noxe  —  nach  Ansicht 
des  Autors  die  Beschaffenheit  der  Teichwässer  —  bei  einem  einzigen 
Organ,  der  Schilddrüse,  hyperplastische  Wucherungen,  denen  ebenfalls 
eine  ausgesprochene  Neigung  zu  krebsiger  Entartung  innewohnt.  Daß 
derartige  analoge  Beobachtungen  in  so  verschiedenen  Klassen  des  Tier- 
reiches das  Interesse  an  den  Tiergeschwülsten  überhaupt  wesentlich 
erhöhen,  steht  wohl  außer  Frage. 

Die  überimpften  Carcinome. 

Wenn  wir  den  Bau  der  transplantierten  Tumoren  einer  gesonderten 
Besprechung  unterziehen,  so  geschieht  dies  nicht,  weil  mit  der  Impfunng 
etwa  neue,  bei  den  Spontangeschwülsten  nicht  anzutreffende  Typen  ge- 
bildet würden,  als  vielmehr  deswegen,  weil  die  veränderten  biologischen 
Bedingungen  der  Impfkrebse  gewisse  Struktureigentümlichkeiten  schärfer 
hervortreten  lassen,  die  bei  den  primären  Tumoren  gewöhnlich  nur  an- 
gedeutet sind.  Diese  Aenderungen  hängen  mit  der  in  allen  Stämmen 
bis  zu  einem  gewissen  Grade  nachweisbaren,  in  unserer  früheren  Arbeit 
schon  besprochenen  Proliferationssteigerung  zusammen. 

Es  ist  ohne  weiteres  klar,  daß  ein  Tumor,  der  innerhalb  einer  Woche 
zum  Umfang  einer  Kirsche  heranwächst,  sich  histologisch  anders  verhalten 
muß  als  einer,  der  die  gleiche  Größe  erst  im  Laufe  von  ^/4  Jahren  erreicht. 

Unsere  Erfahrungen  an  transplantierten  Krebsen  beziehen  sich  so- 
wohl auf  das  alveoläre,  als  auch  auf  das  spaltenbildende  und  papilläre 
Carcinom.  da  es  in  unserem  Institut  geglückt  ist,  auch  die  beiden 
letzten  Formen  durch  Generationen  fortzuzüchten. 


Stamm     !  Bau  des  Ausgangstumors 


Bau  der  geimpften  Tumoren 


4  grau 

5  weiß 

7  weiß 

II  weiß 
16  weiß 

18  weiß 
42  weiß 
54  weiß 

67  weiß 
71  grau 


I 


Gystadenom  mit  üebergang 
in  papUläres  Carcinom 

Alveoläres  Carcinom 


do. 

Spaltenbildendes  Carcinom 

TeilB  alveoläres,   teils  pa- 
pilläres Carcinom 

Vakat 

SpaltenbUdrades  Carcinom 

Teils  alveoläres,   teils  pa- 
pilläres Carcinom 

do. 

Retikuläres  Adenocarcinom 


Papilläres  Carcinom 

Bis  zur  30.  Generation  rein  alveoläres  Carci- 
nom, später  Mischung  von  alveolärem  und 
papillärem  Carcinom 

Bis  zur  67.  Generation  alveoläres  Carcinom, 
in  der  68.  Generation  Misch tumor,  von  der 
69.  Generation  ab  Sarkom 

Spaltenbildendes  Carcinom 

Bis  zur  6.  Generation  alveoläres  Carcinom,  von 
der  10. — 13.  Generation  Mischtumor,  von  der 
14.  Generation  ab  Spindelzellensarkom 

Alveoläres  Carcinom 

Teils  spaltenbildendes,  teils  alveoläres  Carcinom 

Alveoläres  Carcinom 

do. 
Teils  alveoläres,  teils  papilläres  Adenocarcinom 
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Wenn  auch  im  allgemeinen  in  den  abgeimpften  Serien  der  Typus 
der  Ausgangsgeschwulst  gewahrt  bleibt,  so  treten  doch  zuweilen  gewisse 
Aenderungen  ein,  die  in  der  vorstehenden  Tabelle  übersichtlich  zu- 
sammengestellt sind. 

Bei  unserer  der  BoRRELSchen  entsprechenden  Impfmethode  wird 
bekanntlich  eine  geringe  Menge  zerstampften  Tumorbreies  subkutan 
deponiert.  Untersucht  man  die  Stelle  nach  2 — 3  Tagen,  so  findet  man 
im  Zentrum  stets  den  größten  Teil  der  Impfmasse  nekrotisiert,  während 
ringsherum  je  nach  dem  Geschwulsttypus  größere  oder  geringere  An- 
sätze zur  Zeilproliferation  nachweisbar  sind.  Die  Randinfiltration  mit 
Leukocyten  ist  in  den  ersten  Tagen  am  stärksten  und  nimmt  allmählich 
ab,  ganz  wird  sie  aber  auch  später,  wie  so  häufig  bei  Carcinom,  nicht 
vermißt. 

Die  Eigentümlichkeiten  der  überimpften  Tumoren  treten  am  schärf- 
sten beim  Alveolarkrebs  hervor,  der  die  häufigste  und  am  schnellsten 
wachsende  Form  der  Impfcarcinome  darstellt  und  zunächst  besprochen 
werden  soll.  Die  zentralen  nekrotischen  Partien  vergrößern  sich  bei 
seiner  weiteren  Entwickelung  immer  mehr,  während  das  eigentliche 
Tumorgewebe  als  relativ  schmaler  Saum  peripher  weiterwuchert.  Unter- 
sucht man  einen  Tumor  von  etwa  dem  Umfange  einer  Pflaume  nach 
ca.  14  Tagen ,  so  bemerkt  man  auf  dem  größten  Teil  der  Schnittfläche 
eine  gelblichweiße,  undurchsichtige,  etwas  bröckelige  Masse,  die  die 
ganzen  zentralen  Partien  einnimmt  und  nur  von  einer  relativ  schmalen 
Zone  eines  glasig  durchscheinenden,  mehr  grau  weißlichen  Gewebes  ein- 
gefaßt wird.  Die  Grenze  zwischen  beiden  ist  sehr  unregelmäßig,  da 
die  zentralen  Partien  verschieden  geformte,  zuweilen  spitze  Ausläufer 
peripherwärts  aussenden.  Diese  durchweg  nekrotischen  Massen  haben 
die  Konsistenz  eines  weichen,  breiartigen  Käses  und  lassen  sich  leicht 
mit  einem  stumpfen  Skalpellstiel  auslöffeln,  so  daß  eine  nur  relativ 
dünne  Schale  kompakten  Geschwulstgewebes  übrig  bleibt.  Auf  großen 
Uebersichtsschnitten  über  die  ganze  Geschwulst  kann  man  sich  in  der 
Tat  davon  überzeugen,  daß  in  den  zentralen  käsigen  Partien  nicht  eine 
einzige  Carcinomzelle  erhalten  ist. 

Bezüglich  der  Histologie  muß  zunächst  betont  werden,  daß  die 
Entwickelung  des  überimpften  Alveolarkrebses  stets  mit  der  Bildung 
einzelner  getrennter  Carcinomnester  beginnt,  die  erst  späterhin  kon- 
fluieren und  so  allmählich  den  Typus  des  Carcinoma  solidum  reticulatum 
annehmen.  Ist  die  Wachstumsenergie  eine  mittlere,  wie  es  z.  B.  bei 
dem  jENSENschen  Stamm  der  Fall  zu  sein  scheint,  so  bleibt  der  alveoläre 
Typus  dauernd  als  solcher  erhalten.  Aber  selbst  bei  den  am  schnellsten 
wachsenden  Tumoren  besteht  in  den  peripheren  jüngsten  Partien  stets 
die  Neigung  zum  alveolären  Wachstum. 

Die  Entwickelung  des  Stromas  bleibt  durchweg  eine  geringe,  und 
da  auch  die  Gefäßneubildung  mit  der  enormen  Zeilproliferation  nicht 
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gleichen  Schritt  halten  kann,  so  ist  es  verständlich,  wenn  bereits  früh- 
zeitig degenerative  Prozesse  in  der  geschilderten  Ausdehnung  um  sich 
greifen  können.  Die  Form  dieser  Degenerationen  ist  äußerst  charak- 
teristisch, wird  jedoch,  wie  wir  einigen  uns  von  Herrn  Dr.  Pick  freund- 
lichst eingesandten  Präparaten  entnehmen,  gelegentlich  auch  bei 
Carcinomelementen  des  Menschen  gefunden.  Wenn  nämlich  der  regres- 
sive Prozeß  in  vollem  Gange  ist,  kann  man  deutlich  drei  Zellzonen 
unterscheiden,  die  jedoch  au£fallenderweise  fast  durchweg  keine  allmäh- 
lichen Uebergänge  aufweisen,  sondern  scharf  voneinander  abgegrenzt 
sind.  Auf  die  Zone  normal  gestalteter  Garcinomzellen  folgt  ziemlich 
unvermittelt  ein  in  seiner  Breite  schwankender  Bezirk  von  Zellen  mit 
deutlich  pyknotischen  Kernen  und  auf  diese  ebenso  plötzlich  völlig 
nekrotische  Partien.  Die  Zellen  der  mittleren  Zone  erhalten  durch  die 
Menge  des  stark  verklumpten  Chroniatins  und  den  schmalen  Proto- 
plasmasaum eine  Aehnlichkeit  mit  Lymphocyten,  die  auch  Michaelis 
aufgefallen  ist.  Daß  es  sich  jedoch  um  eine  Degeneration  der  Garcinom- 
zellen handelt,  ergibt  sich  mit  Notwendigkeit  aus  dem  Nachweis  der 
gleichen  Zellformen  unter  Bedingungen,  unter  denen  eine  andere  Deutung 
ausgeschlossen  ist.  So  sahen  wir  sowohl  im  papillären  Garcinom,  als 
namentlich  auch  in  einfachen  Adenomen  Parenchymzellen  mit  charak- 
teristischen Degenerationsveränderungen  im  organischen  Verbände  liegen, 
während  die  direkt  benachbarten  Zellen  ein  vollkommen  normales  Aus- 
sehen darboten.  Daß  der  Prozeß  in  den  überimpften  Alveolarkrebsen 
zu  scheinbar  gänzlich  unvermittelten  histologischen  Bildern  führt,  dürfte 
seinen  Grund  in  dem  rapiden  Geschwulstwachstum  haben.  Die  De- 
generation geht  eben  so  schnell  vor  sich,  daß  nur  ihre  hauptsächlichsten 
Phasen  histologisch  wahrnehmbar  sind. 

Während  man  den  früher  in  den  Carcinomen  auftretenden  Degene- 
rationen auch  in  der  menschlichen  Pathologie  im  allgemeinen  wenig 
Beachtung  schenkte,  ist  neuerdings  durch  Ritter^)  in  einer  aus  der 
chirurgischen  Klinik  von  Prof.  Friedrich  hervorgegangenen  Arbeit 
nachdrücklich  die  Aufmerksamkeit  auf  dieses  etwas  vernachlässigte 
Gebiet  gelenkt  worden.  So  dankenswert  dies  an  sich  ist,  so  können 
wir  uns  doch  der  RiTTERschen  Auffassung,  daß  die  Degenerationsherde 
am  besten  durch  die  destruktive  Wirkung  von  Parasiten  erklärt  werden, 
auf  Grund  der  bisher  vorliegenden  Tatsachen  nicht  anschließen.  Gerade 
bei  den  Mäusetumoren  ist  die  Abhängigkeit  des  Unifanges  der  Degene- 
rationen von  dem  Wachstumstempo  der  Geschwulst  und  der  Gefäßver- 
sorgung eine  so  evidente,  daß  uns  vorläufig  das  Zustandekommen  der 
degenerativen  Prozesse  durch  mangelhafte  Ernährung  besser  erklärt  zu 
werden  scheint,  als  durch  die  Tätigkeit  supponierter  Parasiten.  Bestärkt 
werden  wir  in  unserer  Anschauung  dadurch,   daß   wir  ebenso  umfang- 


1)  Arch.  f.  klin.  Chir.,  Bd.  77,  Heft  3. 
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reiche  Degenerationsherde  wie  in  den  Carcinoraen  nicht  nur  in  den 
Sarkomen,  sondern  auch  in  unserem  zum  Teil  kollosal  wuchernden 
Chondrom  angetroffen  haben,  einer  Geschwulstform,  die  noch  schwieriger 
auf  Parasiten  zurückzuführen  sein  dürfte,  als  die  Carcinome  oder  eigent- 
lichen Sarkome. 

Wenn  die  überimpften  Alveolarkrebse  auch  eine  deutliche  Steigerung 
ihres  Wachstums  erkennen  lassen,  die  histologisch  zum  sichtbaren  Aus- 
druck kommt,  so  wäre  die  Vorstellung  doch  durchaus  falsch,  daß  diese 
Wachstumssteigerung  eine  konstante  Größe  darstellt.  Abgesehen  davon, 
daß  man  stets  in  einem  Stamme  einzelne  Tumoren  findet,  die  in  ihrer 
Proliferationsenergie  von  dem  Gros  der  Geschwülste  abweichen,  treten 
auch  Schwankungen  auf,  in  denen  sich  das  Wachstum  dauernd  oder 
vorübergehend  ändert.  Auch  diese  Variationen  dokumentieren  sich  im 
histologischen  Bilde  dadurch,  daß  der  Alveolarkrebs  seine  ursprüngliche 
Struktur  schärfer  zum  Ausdruck  bringt.  So  sehen  wir  bei  einer  Ab- 
schwächung  der  Wachstumsenergie  die  bekannten,  voneinander  gut  ab- 
gegrenzten Zellnester  auftreten,  und  während  gleichzeitig  das  Stroma 
entschieden  stärker  ausgebildet  wird,  nehmen  die  Degenerationen  sicht- 
lich ab.  Gelegentlich  beobachtet  man  sogar  wieder  das  Auftreten  einer 
acinösen  Struktur,  die  jedoch  nach  unseren  Erfahrungen  bei  überimpften 
Alveolarkrebsen  niemals  einen  erheblichen  Umfang  annimmt.  In  einem 
Falle  sahen  wir  sogar  in  der  30.  Generation  eines  bis  dahin  rein  alveolär 
gewachsenen  Krebses  in  beschränktem  Umfange  eine  Neigung  zur 
Papillenbildung,  die  seitdem  nicht  zugenommen,  sich  aber  auch  nie 
wieder  ganz  verloren  hat. 

In  sehr  wechselndem  Grade  werden  bei  den  Alveolarkrebsen  Cysten 
beobachtet.  Es  gibt  Stämme,  in  denen  dieselben  fast  nie  auftreten  und 
wieder  andere,  in  denen  sie  namentlich  zu  gewissen  Zeiten  überraschend 
zahlreich  sind  und  einen  beträchtlichen  Umfang  annehmen.  In  einer 
gewissen,  sich  über  mehrere  Generationen  hinziehenden  Periode  bot  fast 
jeder  Tumor  unseres  Stammes  18  cystische  Bildungen.  Später  ist  diese 
Erscheinung  wieder  vollständig  geschwunden.  Die  Cysten  sind  ent- 
sprechend der  geringen  Vaskularisation  selten  hämorrhagisch.  Sie  ent- 
stehen vielmehr  durch  eine  Verflüssigung  des  Gewebes  und  haben  daher 
meist  einen  mehr  oder  weniger  getrübten,  mit  Bröckeln  vermischten 
Inhalt.  Nur  bei  den  oberflächlichen  Cysten  ist  die  Wand  glatt,  bei  den 
zentral  gelegenen  wird  sie  dagegen  von  unregelmäßig  gestalteten,  meist 
nekrotischen  Tumorpartien  geläldet.  In  überaus  seltenen  Fällen  ver- 
wandelt sich  die  Geschwulst  m  eine  einzige  große  Cyste.  Viel  häufiger 
treten  die  Hohlräume  in  Form  kleiner  multipler  Erweichungsherde  auf. 

Das  spaltenbildende  Carcinom  steht  in  der  Schnelligkeit  seines 
Wachstums  zwar  hinter  dem  Alveolarcarcinom  zurück,  aber  nicht  so 
erheblich,  daß  die  makroskopischen  Bilder  wesentlich  voneinander 
differierten.     Auch  hier   finden   wir  ausgebreitete  Degenerationen,   die 
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sich  wohl  im  allgemeinen  etwas  langsamer  ausbilden,  an  Umfang  aber 
schließlich  denen  des  alveolären  Carcinoms  nichts  nachgeben.  Die 
Proliferationssteigerung  dieses  Typus  kommt  histologisch  darin  zum 
Ausdruck,  daß  die  Mehrschichtigkeit  des  Epithels  viel  deutlicher  aus- 
geprägt ist  als  in  den  Primärtumoren.  Trotzdem  geht  aber  das  charak- 
teristische Zeichen  dieser  Carcinomform,  nämlich  die  Bildung  verschieden 
gestalteter,  meist  spaltenform iger  Lumina  nie  ganz  verloren.  Der  einzige 
Stamm,  in  dem  wir  diesen  Typus  lange  Zeit  hindurch  beobachteten 
(Stamm  11),  bot  zu  wenig  Wachstumsschwankungen,  als  daß  histologisch 
hierQber  etwas  ausgesagt  werden  könnte. 

Auch  der  papilläre  Krebs  behält  bei  den  Abimpfungen  seinen  Typus 
in  ausgeprägtester  Weise  bei.  Um  sich  davon  zu  überzeugen,  ist  jedoch 
die  Untersuchung  älterer  Geschwülste  notwendig.  Da  diese  Form  näm- 
lich so  langsam  wächst,  daß  der  betreffende  Stamm  in  P/4  Jahren  erst 
bis  zur  7.  Generation  gezüchtet  werden  konnte,  so  geht  auch  im  Einzel- 
tumor die  Entwickelung  des  papillären  Charakters  überaus  langsam  vor 
sich.  Wir  sehen  daher  in  den  ersten  1 — 2  Monaten  wesentlich  das 
alveoläre  Vorstadium  ausgebildet.  Kleine  Zellnester,  die  jedoch  meist 
schon  ein  Lumen  deutlich  erkennen  lassen.  Mit  der  Vergrößerung 
dieser  Lumina  beginnt  die  Wand  Zellsprossen  zu  treiben  und  so  bildet 
sich  ganz  allmählich  im  Laufe  vieler  Wochen  und  Monate  ein  typisches 
papilläres  Carcinom  aus.  Selten  trifft  man  in  diesen  überaus  solid  ge- 
bauten Geschwülsten  größere,  mit  serösem  Inhalt  gefüllte  Cysten.  Die 
Degenerationen  halten  sich  stets  in  engen  Grenzen  und  beschränken 
sich  wesentlich  auf  kleine,  zentral  gelegene  nekrotische  Pfropfe. 

Die  Metastasen. 
Begreiflicherweise  kommt  den  Metastasen  bei  den  Mäusetumoren 
eine  ganz  besondere  Bedeutung  zu,  da  bei  der  in  der  menschlichen 
Pathologie  herrschenden  Anschauung,  mit  der  Bildung  sekundärer 
Knoten  im  allgemeinen  den  Begriff  der  Bösartigkeit  zu  verbinden,  die 
carcinomatöse  Natur  der  metastasierenden  epithelialen  Mäusegeschwülste 
sichergestellt  sein  dürfte.  Es  ist  nun  eine  unbestreitbare  Tatsache,  daß 
makroskopische  Metastasen  bei  Mäusetumoren  eine  große  Seltenheit 
sind.  Wir  haben  sie  unter  den  221  mit  Spontantumoren  behafteten 
Mäusen  unseres  Materials  im  ganzen  nur  6mal  beobachtet,  und  zwar 
5mal  in  den  Lungen,  und  Imal  in  Lunge,  Leber  und  Milz,  in  w^elch 
letzteren  beiden  Organen  sie,  soweit  uns  bekannt,  von  anderer  Seite 
überhaupt  noch  nicht  gesehen  worden  sind.  Auch  die  in  der  Literatur 
verzeichneten  Fälle  sind  äußerst  spärlich^),  so  daß  Stimmen  laut  ge- 
worden sind,  die  die  echte  Krebsnatur  des  Gros  der  Mäusegeschwülste 
bei  diesen  überaus  eigentümlichen,  von  denen  der  menschlichen  Patho- 

1)  Michaelis  konstatierte  einmal  eine  Lymphdrüsenmetastase,  des- 
gleichen Haaland  eine  solche  bei  einem  Kiefercancroid. 


46  HugoApolant, 

logie  durchaus  abweichenden  Verhältnissen  stark  in  Zweifel  gezogen 
haben.  Es  muß  daher  Borrel  und  Haaland  als  ein  Verdienst  an- 
gerechnet werden,  den  Nachweis  erbracht  zu  haben,  daß  das  Fehlen 
makroskopischer  Knoten  noch  keineswegs  das  Vorhandensein  mikro- 
skopischer Metastasen  ausschließt.  Tatsächlich  konnten  die  Autoren  in 
vielen  Fällen  an  Schnittserien  noch  histologisch  kleine  Knötchen  nach- 
weisen, wenn  mit  bloßem  Auge  keine  Spur  davon  mehr  zu  entdecken 
war.  Besonders  häufig  gelingt  dies  nach  Haaland  bei  denjenigen 
Tieren,  die  an  größeren  Tumoren  spontan  zu  Grunde  gegangen  sind  ^). 

Unter  diesen  Umständen  ist  es  durchaus  verständlich,  wenn  die 
Angaben  der  Autoren  über  die  Metastasierung  der  Mäusetumoren  außer- 
ordentlich variieren,  und  Jensen  sie  beispielsweise  nie  gesehen  zu  haben 
angibt,  während  Borrel  und  Haaland  sie  für  eine  ganz  gewöhnliche 
Erscheinung  halten. 

Die  schon  makroskopisch  sichtbaren  sekundären  Knoten  sitzen  mit 
Vorliebe  an  der  Oberfläche  der  Organe,  woselbst  sie  verschieden  große 
Prominenzen  bilden.  Die  Art  ihres  Zustandekommens  ist  zuweilen 
außerordentlich  deutlich  ausgesprochen.  Man  sieht  nämlich  gar  nicht 
selten  —  worauf  schon  Borrel  und  Haaland  hingewiesen  haben  —  die 
Lumina  kleinerer  Lungenarterienäste  bis  in  ihre  feinen  Verzweigungen 
hin  völlig  ausgegossen  mit  Krebsmassen,  die  gelegentlich  sogar  auch  die 
Hauptstämme  ausfüllen.  Von  hier  aus  brechen  dann  die  Tumorzellen 
in  das  eigentliche  Parenchym  durch  und  bilden  hier  teils  zwischen,  teils 
im  Innern  der  Alveolen  verschieden  große,  runde  oder  schlauchförmige 
Nester,  in  denen  zuweilen  noch  eine  Neigung  zu  acinöser  Anordnung 
der  Zellen  erkennbar  ist.  Durch  Konfluenz  benachbarter  Herde  ent- 
stehen allmählich  recht  umfangreiche  solide  Knoten,  in  denen  nur  noch 
hie  und  da  Reste  elastischer  Fasern  gefunden  werden.  Mit  Vorliebe 
breitet  sich  nach  unseren  Erfahrungen  der  Krebs  auch  in  den  peri- 
bronchialen Lymphscheiden  aus,  so  daß  mitunter  der  Bronchus  in 
Carcinommassen  gleichsam  eingemauert  ist.  Einen  Durchbruch  in  das 
Lumen  des  Bronchus  selbst,  wie  es  von  Bashford  in  einem  Falle  be- 
obachtet wurde,  sahen  wir  dagegen  nie. 

Die  Leber-  und  Milzmetastasen  stimmen  in  allen  wesentlichen 
Punkten  mit  denen  der  Lungen  überein.  Auch  sie  treten  zunächst  in 
Form  isolierter,  später  konfluierender  Herde  auf,  die  sich  ungemein 
scharf  gegen  das  Organparenchym  absetzen. 

Neben  den  offenkundigen  metastatischen  Knoten  trifft  man  gelegent- 
lich in  den  Lungen  der  Maus  auch  primäre  Carcinome.  So  hat,  wie 
oben   bemerkt,    schon   Livinghood    einen    primären   Lungenkrebs   be- 

Ij  Unter  Ü  makroskopisch  keine  Metastasen  zeigenden  Lungen  unseres 
Materials  wies  Herr  Dr.  Haaland  2mal  mikroskopische  Knötchen  nach, 
desgleichen  bei  2  weiteren  Mäusen,  die  ihm  lebend  von  uns  zur  Verfü- 
gung gestellt  worden  waren. 
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schrieben  und  wir  selbst  konnten  uns  an  Präparaten,  die  Herr  Dr. 
Brieger  uns  freundlichst  zur  Verfügung  stellte,  von  dem  Vorhanden- 
sein eines  schon  von  ihm  diagnostizierten  primären  Papillarkrebses  der 
Lunge  überzeugen.  Aber  auch  dann,  wenn  die  Verhältnisse  wegen  des 
gleichzeitigen  Bestehens  von  Brustdrüsentumoren  etwas  komplizierter 
lief?en,  sind  gewisse,  in  den  Lungen  anzutreffende  Geschwülste  nicht  ein- 
fach als  gewöhnliche  Metastasen  aufzufassen.  Haaland  hat  nämlich 
darauf  aufmerksam  gemacht,  daß  zuweilen  große  StrukturdiflFerenzen 
zwischen  den  Lungenknoten  und  dem  subkutan  gelegenen  Tumor  be- 
stehen, indem  sich  erstere  in  ihrem  Bau  eng  an  die  normalen  Lungen- 
alveolen  resp.  kleinen  Bronchien  anschließen.  Ich  deutete  bereits  oben 
an,  daß  es  sich  hier  möglicherweise  um  adenomähnliche  Bildungen 
handelt,  analog  denen,  die  von  Sternberg  und  v.  Hansemann  in  der 
Meerschweinchenlunge  beschrieben  sind,  lieber  die  von  Haaland  für 
diese  Fälle  als  möglich  zugelassene  Parasitenmetastase  verweise  ich  auf 
das  Original. 

Ueber  das  Vorkommen  von  Metastasen  bei  geimpften  Tieren  finde 
ich  in  der  Literatur  nur  wenig  Angaben.  Jensen  hat  sie  niemals  be- 
obachtet, Michaelis  sah  sie  Imal  in  der  Lunge  und  Haaland  5mal 
in  der  Lunge  und  Imal  bei  intraperitonealer  Impfung  im  Pankreas. 
Unsere  eigenen  Erfahrungen  bieten  in  dieser  Hinsicht  ein  außerordent- 
liches Interesse.  Sämtliche  Impftiere,  an  denen  wir  überhaupt  sekun- 
däre Knoten  beobachteten,  gehören  unserem  Stamme  5  an^).  Niemals 
sind  uns  in  einem  anderen  Stamme  makroskopische  Metastasen  und 
niemals  in  diesem  Stamme  andere  als  Lungenmetastasen  begegnet.  Der 
Grad  der  Metastasenbildung  unterliegt  dabei  außerordentlichen  Verschie- 
denheiten. Zuweilen  beobachteten  wir  nur  einen  einzigen  kleinen  Knoten, 
der  sich,  wie  uns  schien,  mit  Vorliebe  in  den  oberen  Lungenpartien  nahe 
der  Spitze  lokalisierte,  zuweilen  war  die  Lunge  übersät  mit  Carcinom- 
knoten.  In  einem  exorbitanten  Falle  war  das  Lungengewebe  von  zahl- 
losen bis  stecknadelkopfgroßen  Carcinomknoten  so  vollkommen  durch- 
setzt, daß  man  nicht  begreifen  konnte,  wie  das  Tier  überhaupt  noch  zu 
atmen  im  stände  war.  Die  merkwürdigste  Tatsache  ist  nun,  daß,  während 
die  Bildung  sekundärer  Knoten  im  Stamme  5  bis  zur  20.  Generation 
in  einem  zwischen  3  und  30  Proz.  schwankenden  Verhältnis  auftrat,  von 
der  20.  Generation  ab  nie  wieder  trotz  eifrigsten  Suchens  makroskopisch 
eine  Metastase  entdeckt  werden  konnte.  Wir  sind  außer  stände,  dies 
irgendwie  zu  erklären,  da  weder  in  dem  makroskopischen  noch  mikro- 
skopischen Verhalten  der  Tumoren  während  und  nach  der  Periode  der 
Metastasenbildung  irgendwelche  Differenzen  nachweisbar  waren ,  die 
diese  sonderbare  Erscheinung  verständlich  machen  können. 

Daraus,   daß   die   sekundären    Knoten    fast   ausschließlich    in    den 

1)  Der  Ausgangstumor  dieses  Stammes  hatte  ebenfalls  Metastasen  in 
den  Langen  gemacht. 
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Lungen  angetroffen  werden  und  daß  es  uns  trotz  zahlreicher  BemühuDgen 
nie  gelungen  ist,  eine  krebsige  Entartung  der  Lymphdrüsen  nachzu- 
weisen, ergibt  sich,  daß  die  Metastasenbildung  bei  der  Maus  in  der 
Regel  auf  dem  Wege  der  Blutbahnen  vor  sich  geht,  eine  Tatsache,  die 
bei  den  innigen  Beziehungen  des  Qeschwulstparenchyms  zu  den  Blut- 
gefäßen und  der  geringen  Stromaentwickelung  nicht  wunderbar  er- 
scheinen kann. 

Die  Sarkomentwickelung  auf  dem  Boden  transplantierter 

Carcinome. 

In  scharfem  Gegensatze  zu  den  oben  beschriebenen,  immer  nur  in 
beschränktem  umfange  auftretenden  Typenvariationen  steht  die  all- 
mähliche Sarkomentwickelung,  die  wir  bisher  in  3  Fällen  beobachtet 
und  bereits  in  unseren  früheren  Publikationen  in  ihren  Hauptzügen 
beschrieben  haben  i).  Während  es  sich  bei  den  bisher  beschriebenen 
Aenderungen  um  relativ  unwichtige  Prozesse  handelt,  stellt  die  Sarkom- 
entwickelung einen  Vorgang  dar,  der  unter  vollständiger  oder  teilweiser 
Verdrängung  der  alten  zu  einer  absolut  neuen  Geschwulstart  führt.  Im 
Laufe  einer  wechselnden,  aber  meist  sehr  hohen  Zahl  von  Impfgene- 
rationen  entstand  auf  diese  W^eise  Imal  dauernd  eine  Mischgeschwulst 
und  2mal  bei  vollständigem  Schwund  des  Carcinoms  ein  Reinsarkoni. 
das  sich  nach  den  bisher  vorliegenden  Erfahrungen  konstant  als  solches 
erhält  und  keine  weiteren  Formumwandlungen  einzugehen  scheint.  Das 
große  allgemeinpathologische  Interesse,  das  dieser  Vorgang  in  Anspruch 
nehmen  darf,  wird  durch  den  Umstand  noch  wesentlich  erhöht,  daß  der 
gleiche  Prozeß  in  drei  verschiedenen  Stämmen  beobachtet  werden  konnte, 
so  daß  es  sich  nicht  um  eine  zufällige  Erscheinung  handeln  kann. 

Bei  transplantierten  Tumoren  ist  etwas  Analoges  von  anderer  Seite 
bisher  nicht  beschrieben  worden  ^).  Die  Fälle  von  Embryomen ,  bei 
denen  die  eine  Geschwulstkomponente  im  Laufe  der  Zeit  zu  einer  ein- 


1)  Ehrlich  und  Apolant  1.  c,  siebe  auch  Verhdl.  d.  patholog.  Gesellsch. 
zu  Meran,  1905,  sowie  Apolant,  Ehrlich  und  Haaland,  Berl.  klin.  Wochen- 
schrift, 1906,  No.  2. 

2)  Vor  einiger  Zeit  hat  Lewin  nach  Ueberimpfung  eines  menschlichen 
Ovarialcarcinoms  bei  Hunden  multiple,  weiter  verimpfbare  Tumoren  auf- 
treten sehen,  deren  Struktur  im  wesentlichen  auf  entzündliche  Verände- 
rungen bezogen  werden  konnte,  die  jedoch  auch  zahlreiche  größere,  ihrer 
Natur  nach  nicht  scharf  bestimmbare  Zellen  aufwiesen.  Da  der  Zusammen- 
hang der  neu  aufgetretenen  Geschwülste  zu  dem  ursprünglichen  Carcinom 
in  keiner  Weise  aufgeklärt  ist  und  Lewin  sogar  in  seiner  letzten  Publi- 
kation eine  Uebert ragung  des  Carcinoms  selbst  leugnet,  so  kann  seine 
Beobachtung  mit  der  unserigen  in  keine  Korrelation  gebracht  werden. 
Man  wird  daher  auch  dem  in  wissenschaftlicher  Vorsicht  ausgesprochenen 
Schlußsatze  des  Autors  durchaus  beipflichten  müssen,  daß  nämlich  erst  die 
öftere  Wiederholung  des  ganzen  von  ihm  beobachteten  Vorganges  von 
prinzipieller  Bedeutung  für  die  Krebsforschung  werden  kann. 
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seitigen  Entwickelung  gelangt,  gehören,  streng  genommen,  nicht  hierher, 
da  diese  Tumoren  Mischgeschwülste  darstellen.  Das  Wesentliche  und 
Originäre  des  von  uns  beobachteten  Prozesses  liegt  aber  weniger  in 
dem  stärkeren  zum  allmählichen  Schwunde  des  Carcinoms  führenden 
Wachstume  des  sarkomatösen  Anteiles,  als  vielmehr  in  dessen  erstem 
Entstehen  bei  fortgesetzten  Krebsplantationen. 

Dagegen  verdanke  ich  Herrn  Prof.  Schmorl  die  Kenntnis  eines 
von  ihm  untersuchten,  anderweitig  nicht  publizierten  Falles,  der  in 
direkteste  Analogie  mit  unserer  Beobachtung  gebracht  werden  muß. 
Die  mir  von  Herrn  Prof.  Schmorl  für  diese  Veröffentlichung  freund- 
lichst zur  Verfügung  gestellten  Daten  gebe  ich  im  Originalwortlaut 
wieder  : 

Es  handelt  sich  um  eine  in  mittlerem  Alter  stehende  Person,  die  von 
Prof.  Thieksch  2mal  operiert  worden  ist  und  an  ausgedehnten  Metastasen 
in  fast  allen  Organen  zu  Grunde  ging.  Die  erste  Operation  wurde  wegen 
eines  rasch  gewachsenen  Schilddrüsentumors  vorgenommen.  £s  wurde 
dabei  eine  über  htihnereigroße  Geschwulst  entfernt,  die  sich  bei  der  mikro- 
skopischen Untersuchung  als  ein  Adenom  erwies,  das  schon  damals  als 
suspekt  auf  Carcinom  angesprochen  wurde.  Bei  der  zweiten  Operation, 
die  sich  ziemlich  rasch  wegen  eines  Rezidives  nötig  machte,  fand  sich 
eine  Neubildung,  die  neben  adenomatösen  Partien  deutliche  und  unzweifel- 
hafte Zeichen  einer  carcinomatösen  Degeneration  erkennen  ließ,  dabei  aber 
zugleich  eine  Veränderung  des  Stromas  aufwies,  die  sich  nur  im  Sinne 
einer  sarkomatösen  Entartung  deuten  ließ.  Sehr  rasch  stellte  sich  ein 
neues  Bezidiv  ein  und  zugleich  machten  sich  die  Zeichen  einer  Metastasen - 
bildung  in  den  inneren  Organen  bemerkbar.  Bei  der  Sektion  fand  sich 
ein  kindskopfgroßer  Tumor  am  Halse  und  zahlreiche  Metastaseu  in  der 
Lunge,  der  Leber,  den  Niereu  und  dem  Gehirne.  Sämtliche  bei  der  Sektion 
gefundenen  Tumoren  erwiesen  sich  als  Sarkome,  nirgends  konnten  car- 
cinomatöse  oder  adenomatöse  Stellen  nachgewiesen  werden. 

Vielleicht  würden  sich  die  Beobachtungen  mehren,  wenn  man  nament- 
lich von  chirurgischer  Seite  genauer  auf  diese  speziellen  Verhältnisse 
der  Schilddrüsenadenome  achtete. 

Nicht  unerwähnt  lassen  möchte  ich  an  dieser  Stelle  die  erst  neuer- 
dings von  Lippmann  ^)  bestätigte  Beobachtung,  daß  das  Carcinoma  sar- 
comatodes  gelegentlich  reine  Sarkommetastasen  macht 

Das  Interesse  an  der  von  uns  beobachteten  Sarkomentwickelung 
erhöht  sich  wesentlich  durch  den  Umstand,  daß  jeder  der  drei  Tumoren 
Besonderheiten  aufweist,  deren  biologische  Seite  bereits  in  unserer 
kürzlich  erschienenen  Arbeit 2)  besprochen  worden  ist,  während  die 
histologischen  Differenzen  im  folgenden  geschildert  werden  sollen. 

Der  Äusgangstumor  unseres  ersten  Falles  (No.  16)  war  ein  Carcinom, 
das  teils  alveolär,  teils  papillär  gebaut,  den  Uebergang  zwischen  beiden 

1)  Zeitschr.  f.  Krebsforsch.,  Bd.  3,  Heft  2. 

2)  Apolant,  Ehrlich  und  Haaland,  Berl.  klin.  Wochenschr.,  Januar 
1906. 

Ehrlich,  Arbeiten  I.  4 
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Typen  gut  erkennen  läßt.  Die  jungen  Partien  des  Tumors  setzen  sich 
aus  runden,  soliden  Zellnestern  zusammen,  die  stellenweise  weit  in  die 
Muskulatur  hineinwuchern,  die  Fibrillen  auseinanderdrängen  und  zum 
Schwund  bringen.  Schon  in  ganz  jungen  Krebsnestern  bemerkt  man 
zentralen  Zerfall  bezw.  die  Bildung  kleiner  Hohlräume,  die  allmählich 
zu  größeren,  mit  mehrschichtigem  Epithel  ausgekleideten  Cysten  sich 
erweitern.  In  das  Lumen  der  letzteren  ragen  meist  plumpe,  wenig  ver- 
zweigte papilläre  Auswüchse  hinein.  Das  Geschwulststroma  ist  ver- 
schieden stark  ausgebildet.  An  einigen  Stellen  nur  sehr  dünn,  zeigt  es 
an  anderen  eine  beträchtliche  Entwickelung  und  befindet  sich,  wie  so 
häufig  bei  den  Mäusetumoren,  in  einem  entzündlich  infiltrierten  Zu- 
stande. Die  bindegewebsreichen  Partien  beschränken  sich  wesentlich 
auf  die  peripheren  Teile,  wo  sie  unmerklich  in  das  subkutane  und 
perimuskuläre  Gewebe  übergehen.  In  dem  Zentrum  der  Geschwulst 
ist  das  Stroma  viel  geringer  ausgebildet. 

Natürlich  ist  es  für  das  Verständnis  der  Sarkom  entwickelung  von 
der  allergrößten  Wichtigkeit,  den  Primärtumor  eingehend  auf  Zeichen 
einer  Mischgeschwulst  zu  untersuchen,  und  es  entsteht  daher  die  Frage, 
ob  nicht  die  streckenweise  reichere  Bindegewebsentwickelung  zur 
Diagnose  Mischtumor  berechtigte.  Dies  müssen  wir  entschieden  ver- 
neinen und  zwar  aus  folgenden  Gründen:  Wie  aus  der  Untersuchung 
einer  großen  Anzahl  von  Spontantumoren  hervorgeht  und  durch  die 
Erfahrungen  an  transplantierten  Serien  bestätigt  wird,  stellt  das  Stroma 
einen  in  der  Mächtigkeit  seiner  Ausdehnung  sehr  variablen  Geschwulst- 
bestandteil dar,  dessen  gelegentlich  stärkere  Entwickelung  um  so  weniger 
für  die  Diagnose  Mischtumor  verwertbar  ist,  je  mehr  sie  sich  auf  die 
peripheren  Partien  beschränkt.  Von  einer  Mischgeschwulst  sind  wir 
offenbar  doch  nur  dann  zu  sprechen  berechtigt,  wenn  die  Komponenten, 
für  sich  allein  betrachtet,  den  Charakter  ihrer  Spezialgeschwulst  in 
vollem  Umfange  aufweisen.  Ein  etwas  stärker  entwickeltes  Stroma, 
das,  wie  jedes  Bindegewebe,  natürlich  auch  Spindelzellen  enthält,  ist 
darum  aber  noch  kein  Sarkom,  da  zunächst  schon  die  morphologische 
Uebereinstimmung  des  Zellcharakters  fehlt,  wie  ein  vergleichender  Blick 
auf  einen  Schnitt  des  Ausgangstumors  und  des  späteren  Sarkoms  selbst 
in  seinen  Anfangsstadien  lehrt.  Hier  dicht  gelagerte,  schön  ausgebildete 
Zellen  mit  großem  Kern  und  häufigen  Mitosen,  dort  kümmerliche,  über- 
haupt nur  an  den  gefärbten  kleinen  Kernen  wahrnehmbare  Bindegewebs- 
zellen, die  nur  auf  begrenzten  Gebieten  etwas  dichter  stehen. 

Eine  weitere  gewichtige  Stütze  erhält  unsere  Ansicht  durch  das 
Verhalten  des  Stromas  in  den  Tumoren  der  ersten  Abimpfungen.  Wir 
untersuchten  die  1.,  2.  und  6.  Generation.  Schon  in  der  ersten  Ab- 
impfung  ist  der  papilläre  Geschwulstcharakter  vollständig  geschwunden, 
der  Tumor  stellt  vielmehr  ein  überaus  zellreiches  Alveolarcarcinom  dar 
ohne  die  geringste  Andeutung  einer  Cystenbildung.    Die  Alveolen  sind 
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durch  mäßig  breite,  etwas  zellreiche  Septa  getrennt,  die  nirgends  auch 
nur  den  Verdacht  auf  Sarkom  erwecken.  Ungefähr  das  gleiche  Bild 
gibt  der  Tumor  der  2.  Generation.  Stärker  noch  tritt  der  Charakter 
des  Markschwammes  in  dem  Tumor  der  6.  Generation  hervor,  der  aller- 
dings intraperitoneal  geimpft  war.  Das  Stroma  reduziert  sich  hier 
stellenweise  auf  dünne,  kaum  darstellbare  Lamellen.  In  diesen  ersten 
Generationen  ist  also  eher  eine  Abnahme  des  bindegewebigen  Gerüstes 
zu  konstatieren  und  nichts  zu  entdecken,  was  uns  zu  dem  Schlüsse  be- 
rechtigte, das  spätere  Auftreten  des  Sarkoms  auf  eine  ursprüngliche 
Mischgeschwulst  zu  beziehen.  Bedauerlicherweise  besteht  in  der  Unter- 
suchungsreihe zwischen  der  6.  und  10.  Generation  eine  nicht  mehr  aus- 
füllbare Lücke,  dadurch  entstanden,  daß  bei  dem  Umfange  des  mikro- 
skopisch zu  bewältigenden  Materials  nicht  aus  allen  Serien  Stichproben 
genommen  werden  konnten,  zumal  eine  so  bedeutungsvolle  Umwandlung 
nicht  zu  erwarten  war.  Wir  waren  vielmehr  auf  das  Höchste  über- 
rascht, bei  der  Untersuchung  der  13.  Generation  plötzlich  ein  fast  völlig 
reines  Spindelzellensarkom  anzutreffen,  konnten  jedoch  nachträglich  die 
Entwickelung  desselben  an  dem  vorhandenen  konservierten  Material 
noch  bis  zur  10.  Generation  zurückverfolgen.  Die  untersuchten  Tumoren 
dieser  Generation  boten  bereits  das  ausgesprochene  Bild  eines  Misch- 
tumors, das  nicht  im  entferntesten  mit  dem  irgend  einer  der  voran- 
gegangenen Serien  zu  vergleichen  war.  Auf  den  ersten  Blick  konnte 
kein  Zweifel  darüber  bestehen,  daß  der  Tumor  in  der  Zwischenzeit  eine 
durchgreifende  Umwandlung  erlitten  hatte.  Die  Geschwulst  besteht 
nunmehr  aus  Krebsnestern  verschiedener  Größe  und  Form,  die  jedoch 
in  kein  eigentliches  Stroma  im  engeren  Sinne  eingebettet  sind,  sondern 
von  Zügen  eines  ungemein  zellreichen  Gewebes  eingefaßt  werden.  Die 
Zellen  des  letzteren  selbst  sind  enorm  groß,  besitzen  einen  häufig 
geradezu  riesenhaften  Kern  und  haben  in  der  Mehrzahl  eine  ausge- 
sprochen spindelige  Form.  Sie  liegen  durchweg  so  dicht,  daß  man  nur 
mit  Mühe  Andeutungen  von  Bindegewebsfasern  wahrnehmen  kann.  Die 
Breite  dieser  Zellstraßen  variiert  außerordentlich.  Neben  Partien,  in 
denen  sie  nur  Züge  von  1—2  Zelllagen  bilden,  trifft  man  andere,  in 
denen  bereits  kompakte  Massen  eines  ausgesprochenen  Spindelzellen- 
sarkoms gebildet  sind.  Denn  daß  es  sich  tatsächlich  um  ein  solches 
handelt,  die  ganze  Geschwulst  mithin  als  evidenter  Mischtumor  aufzu- 
fassen ist,  ergibt  sich  zwingend  aus  dem  Umstände,  daß  sowohl  in  dem 
Reichtum,  wie  auch  in  der  Atypie  der  Mitosen  zwischen  beiden 
Geschwulstkomponenten  eine  vollkommene  Uebereinstimmung  besteht. 
Die  weitere  Ausbildung  des  Sarkoms  ging  nun  sehr  schnell  vor 
sich.  Während  dasselbe  zu  immer  größeren  Massen  heranwuchs  und 
sich  aus  breiten,  einander  durchflechtenden  Zügen  von  Spindelzellen 
zusammensetzte,  schrumpfte  der  carcinomatöse  Anteil  allmählich  so  zu- 
sammen,  daß  er  in  der  13.  Generation  nur  noch  an  einer  Stelle  des 
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Tumors  winzige  Epithelinselchen  bildete,  die  allseitig  von  wuchernden 
Sarkomzellen  umgeben  waren.  Von  der  14.  Generation  ab  hat  sich  der 
Tumor  dauernd  vom  Carcinom  gereinigt.  Er  ist  seitdem  als  reines 
Sarkom  in  über  50  Generationen  weitergezüchtet  worden,  ohne  daß  sich 
in  seinem  makroskopischen  oder  mikroskopischen  Verhalten  etwas 
Wesentliches  geändert  hätte. 

Während  bis  zur  Ausbildung  des  Sarkoms  in  diesem  Falle  ein  Zeit- 
raum von  9  Monaten  verflossen  war,  hat  sich  der  Tumor  als  Reinsarkom 
seither  V/i  Jahre  erhalten. 

Die  zweite  Sarkomentwickelung  wurde  in  einem  Stamme  beobachtet, 
der  sich  aus  einer  Mischung  von  Tumoren  vier  verschiedener  Stämme 
herleitet.    Gemischt  wurde: 

1  Tumor  der  21.  Generation  des  Stammes    5 

^  y)  v     ^*^»  y)  y)  r>  ^ 

1  „  „     26,  ^  ^  ^  11 

1  T»  ri      19.  „  „  ^18 

Betrachten  wir  nun  zunächst  die  Ausgangstumoren  dieser  4  Fälle. 
Die  Primärgeschwulst  von  Stamm  5  zeigt  die  typischen  Verhältnisse 
eines  gewöhnlichen  alveolären  Adenocarcinoms.  Die  Krebszellen  liegen 
in  großen,  meist  runden  Nestern  zusammen,  die  vielfach  zentralen  Zer- 
fall aufweisen  und  in  ein  keinerlei  Besonderheiten  darbietendes  Stroraa 
eingebettet  sind.  Für  die  Annahme  einer  Mischgeschwulst  liegen  nicht 
die  geringsten  Anzeichen  vor.  Der  Bau  der  Impfgeschwülste  zeigt 
ebenfalls  entsprechend  dem  Ausgangstumor  einen  alveolären  Bau.  Durch 
Verschmelzung  benachbarter  Alveolen  entsteht  vielfach  das  Bild  des 
Carcinoma  solidum  reticulatum  mit  mäßig  ausgedehnten,  aber  nie  ganz 
fehlenden  Degenerationsherden.  Die  Stromaent Wickelung  hält  sich  stets 
in  sehr  bescheidenen  Grenzen. 

Aehnlich  liegen  die  histologischen  Verhältnisse  bei  Stamm  7.  Der 
Ausgangstumor  war  gleichfalls  ein  alveoläres  Adenocarcinom,  in  dem 
der  Adenomcharakter  stellenweise  noch  deutlich  ausgesprochen  war. 
Das  Stroma  zeigte  eine  minimale  Ausbildung.  Diese  Geschwulst  ent- 
wickelte sich  bei  den  Impfungen  sehr  bald  zu  einem  typischen  Mark- 
schwamm und  wurde  der  am  schnellsten  wachsende  Tumor,  den  wir  je 
beobachteten.  Entsprechend  seiner  enormen  Wachstumsenergie  wies  er 
schon  frühzeitig  umfangreiche  Degenerationsherde  auf. 

Der  Primärtumor  von  Stamm  11  gehört  derjenigen  Adenocarcinom- 
form  an,  die  durch  Bildung  spaltförmiger  oder  eckiger  Lumina  charak- 
terisiert ist,  und  die  wir  als  Beginn  des  papillären  Krebses  kennen 
gelernt  haben.  Wie  oben  bemerkt  wurde,  ist  das  Stroma  bei  diesen 
Formen  stets  sehr  wenig  ausgebildet.  Die  Geschwulst  hat  ihren  Cha- 
rakter auch  in  den  abgeimpften  Serien  vollkommen  bewahrt. 

Leider  bin  ich  nicht  in  der  Lage,  von  dem  Ausgangstumor  des 
Stammes  18  ein  histologisches  Bild  zu   geben.    Der  Tumor  war  sehr 
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klein,  enthielt  zudem  noch  eine  mit  klarer  Flüssigkeit  gefüllte  Cyste, 
und  da  er  größtenteils  für  Impfzwecke  verwendet  werden  mußte,  so 
blieb  zur  mikroskopischen  Untersuchung  nur  ein  minimales  Partikelchen, 
das  wohl  eine  Wucherung  der  Mamma,  aber  keinen  eigentlichen  Tumor 
erkennen  ließ.  Wir  sind  daher  in  diesem  Falle  lediglich  auf  die  Histo- 
logie der  abgeimpften  Tumoren  angewiesen.  Dieselbe  erweist  sich 
jedoch  als  identisch  mit  der  der  Stämme  5  und  7,  so  daß  wir  nicht 
fehlgehen  werden,  wenn  wir  auch  für  den  Spontantumor  18  den  gleichen 
alveolären  Bau  annehmen. 

Bis  zum  Augenblicke  der  Mischung  waren  in  keinem  der  betreffen- 
den 4  Stämme  auch  nur  die  geringsten  Zeichen  eines  Mischtumors  auf- 
getreten. 

Vielleicht  vereinfacht  sich  jedoch  die  Frage  noch  wesentlich  dadurch, 
daß  der  an  Wachstumenergie  so  weitaus  an  erster  Stelle  stehende 
Stamm  7  möglicherweise  alle  anderen  Stämme  überwuchert  und  sich 
daher  zur  Zeit  der  Sarkomentwickelung  nur  noch  allein  von  den  ge- 
mischten Carcinomen  erhalten  hat.  Es  ist  jedenfalls  bemerkenswert, 
daß  von  dem  an  seiner  abweichenden  Struktur  sofort  erkennbaren 
Stamm  1 1  nach  der  Mischung  nicht  das  Geringste  mehr  zu  sehen  war, 
und  daß  weiterhin  Stamm  7,  der  natürlich  ebenso  wie  alle  anderen 
Stamme  getrennt  für  sich  weitergeimpft  wurde,  der  einzige  ist,  in  dem, 
freilich  erst  sehr  spät,  ebenfalls  eine  Sarkomumwandlung  beobachtet 
werden  konnte. 

In  dem  gemischten  Stamme,  der  unter  der  Bezeichnung  „Stamm 
Mischka''  geführt  wird,  zeigten  sich  die  ersten  Zeichen  einer  Aenderung 
der  Stromaverhältnisse  etwa  in  der  10.— 12.  Generation  nach  der 
Mischung,  i.  e.  2  Jahre  nach  der  ersten  Abimpfung  der  einzelnen  Kom- 
ponenten. Eine  genauere  Angabe  läßt  sich  nicht  machen,  da  der  Prozeß 
hier  sehr  allmählich  einsetzte  und  zunächst  nur  darin  bestand,  daß  das 
Stroma  im  ganzen  zellreicher  wurde  und  in  einigen  Partien  schon  größere 
Spindelzellen  aufwies,  die  jedoch  zunächst  nicht  mehr  als  den  Verdacht 
auf  ein  beginnendes  Sarkom  erweckten.  Erst  von  der  14.  Generation 
ab  kam  ein  etwas  lebhafteres  Tempo  in  den  Umwandlungsprozeß  und 
führte  zur  Bildung  eines  Mischtumors,  dem  fortdauernd,  über  viele 
Generationen  hinüber  der  Charakter  des  Unfertigen  viel  mehr  anhaftete, 
als  es  bei  dem  zuerst  beobachteten  Mischtumor  der  Fall  war. 

Das  histologische  Bild  (Taf.  4  Fig.  18)  zeigt  ein  höchst  unregelmäßiges 
Netzwerk  carcinomatöser  Balken  mit  zahlreichen  Mitosen  und  ver- 
schieden stark  ausgebildeten,  stets  zentral  gelegenen  Degenerationen. 
Diese  Carcinombalken  weisen  kein  eigentliches  Stroma  auf,  sondern 
grenzen  überall  in  einer  mehr  oder  weniger  scharfen  Linie  gegen  ein 
sich  schon  tinktoriell  ganz  anders  verhaltendes  Gewebe,  das  vor  allem 
durch  eine  große  Polymorphie  der  Zellen  ausgezeichnet  ist.  Eigentlich 
spindelige  Elemente  werden  nur  stellenweise  und  in  nicht  sehr  scharfer 
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Ausbildung  angetroffen,  meist  handelt  es  sich  um  mehr  runde  und 
namentlich  unregelmäßig  eckige  Formen,  die  bei  dem  sehr  gering  aus- 
gebildeten Stroma  durch  den  gegenseitigen  Druck  der  Zellen  bedingt 
zu  sein  scheinen.  Auch  blasig  aufgetriebene  Zellen  werden  zuweilen 
angetroffen.  Diese  Polymorphie  kommt  zwar,  wie  erst  neuerdings 
RiBBERT  in  seiner  Geschwulstlehre  beschreibt  und  abbildet,  auch  in 
echten  Spindelzellensarkomen  vor ,  besteht  jedoch  in  unserem  Falle  in 
einem  Umfange,  der  es  unzweckmäßig  erscheinen  läßt,  den  betreffenden 
Geschwulstteil  mit  dem  Namen  einer  speziellen  Sarkomform  zu  belegen. 
Es  handelt  sich  weder  um  ein  Rundzellen-,  noch  um  ein  eigentliches 
Spindelzellensarkom,  sondern  um  eine  Art  Mittelform,  bei  der  die  Zellen 
keinen  morphologisch  scharf  ausgesprochenen  Charakter  besitzen. 

In  diesem  Stadium  des  Mischtumors,  das  histologisch  vollkommen 
dem  Carcinoma  sarcomatodes  v.  Hansemanns  entspricht,  hat  sich  die 
Geschwulst  bis  jetzt  über  Vi  J^^r  ziemlich  unverändert  erhalten,  so 
daß  die  Frage,  ob  auch  hier  spontan  eine  völlige  Eliminierung  des  carci- 
nomatösen  Anteils  eintreten  wird,  offenbleiben  muß^). 

Dagegen  scheint  es,  wie  aus  den  allerdings  noch  nicht  abgeschlosse- 
nen, an  unserem  Institut  angestellten  Versuchen  Haalands  hervorgeht 
als  ob  durch  geeignete  Erhitzung  des  Impfmaterials  eine  Reinigung  des 
Tumors  von  dem  Carcinora  erzielt  werden  kann.  Von  Interesse  ist  auch 
die  weitere  Beobachtung  Haalands,  daß  die  einem  derartig  erhitzten 
Material  entstammenden  Tumoren  vielfach  Tumorriesenzellen,  sowie  über- 
haupt noch  eine  erhebliche  Steigerung  der  Zellpolymorphie  aufweisen. 
.  Wie  oben  schon  bemerkt,  betraf  die  dritte  von  uns  beobachtete 
Sarkomentwickelung  den  durch  sein  enormes  Wachstum  ausgezeichneten 
Stamm  7.  Während  die  Tumoren  dieses  Stammes  früher  in  mächtigen, 
miteinander  kommunizierenden  Balkenzügen  wuchsen  und  schon  nach 
8  Tagen  infolge  der  rapiden  Zellvermehrung  ausgedehnte  Degenerationen 
aufwiesen ,  zeigten  sie  seit  etwa  der  40.  Generation  eine  entschiedene 
Aenderung  ihres  Charakters.  Statt  schnell  degenerierender  Krebsbalken 
bildeten  sich  solide  Zellnester,  die  von  einem  sehr  entwickelten  Stroma 
eingefaßt  sind.  Dieses  Stroma  zeigte  schon  seit  längerer  Zeit  eine 
starke  Bindegewebsvermehrung,  ohne  daß  man  von  einer  Mischgeschwulst 
zu  sprechen  berechtigt  war.  Plötzlich  tritt  in  der  68.  Generation,  i.  e. 
nach  2V2  Jahren,  ein  typischer  Mischturaor  auf,  der  schon  in  der  nächsten 
Generation  ein  Reinsarkom  geworden  ist,  und  wie  aus  der  folgenden 
Tabelle  hervorgeht,  späterhin  nur  noch  in  ganz  vereinzelten  Serien 
geringe  Carcinoranester  gezeigt  hat,  die  seither  aber  auch  vollständig 
geschwunden  sind. 

1)  Das  Mengenverhältnis  beider  Geschwiilstkomponenten  kann  selbst 
in  der  gleichen  8erie  außerordentlich  variieren,  da  naturgemäß  bei  unserem 
Impfmodus  nicht  immer  gleiche  Quantitäten  beider  Komponenten  über- 
tragen werden. 
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768  Mischgeflchwulst  (1  Pnifung) 

769  öarkom  (1  Prüfung) 

770  Sarkom  (1  Prüfung) 
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771  a  Sarkom 
(5  PrüfuDgeo) 


771  b   (5  Prüfungen,  davon 

4  Sarkome  und  1  Sarkom  mit 
Carcinomrest) 


772  a  Sarkom 
(3  Prüfungen) 


772j?  Sarkom 
(3  Prüfungen) 


772  Y  (3  Prüfungen, 

davon  1  Sarkom 

und  2  Sarkome  mit 

Carcinomrest). 


Die  spezielle  Form  des  Sarkoms  ist  auch  hier  nicht  ganz  exakt  zu 
bestimmen,  da  die  zelligen  Elemente  ebenfalls  eine  beträchtliche  Poly- 
morphie der  geschilderten  Art  aufweisen,  doch  ist  der  spindelige  Cha- 
rakter in  diesem  Falle  stellenweise  entschieden  stärker  ausgesprochen 
als  in  dem  vorigen. 

Mit  Entschiedenheit  müssen  wir  dem  Einwand  begegnen,  daß  etwa 
die  mehrfach  beobachtete  Sarkomentstehung  auf  einem  unglücklichen 
Zufall  durch  Verwechselung  von  Tieren  beruht.  Ganz  abgesehen  davon, 
daß  dieser  Einwand  für  unseren  ersten  Fall  überhaupt  nicht  in  Frage 
kommt,  da  hier  die  Verunreinigung  ja  nur  durch  ein  spontan  ent- 
standenes Sarkom,  das  wir  bei  Mäusen  nie  gesehen  haben,  bedingt  sein 
könnte,  ist  er  auch  für  die  beiden  anderen  Fälle  zurückzuweisen.  Denn 
erstens  wird  in  unserem  Institut  die  Isolierung  der  Tumormäuse  mit 
der  denkbar  größten  Sorgfalt  durchgeführt,  und  dann  sprechen  auch  die 
verschiedenen  Modi  der  Sarkomentwickelung,  sowie  die  Differenzen  im 
Bau  und  in  der  Zellform  sehr  gegen  eine  Verunreinigung.  Der  älteste 
Tumor  repräsentiert,  wie  erwähnt,  den  Typus  eines  reinen  Spindel- 
zellensarkoms, und  hat  auch  bei  künstlichen  Mischungen  mit  Carcinom 
diesen  Charakter  durchaus  bewahrt.  Damit  steht  er  in  scharfem  Gegen- 
satz zu  den  beiden  anderen  Sarkomen.  Diese  zeigen  untereinander  im 
Bau  und  in  der  Anordnung  der  Zellen  zwar  große  Aehnlichkeiten, 
diiferieren  aber  wieder  prinzipiell  in  ihrem  biologischen  Verhalten  zu 
dem  carcinomatösen  Geschwulstanteil.  Denn  während  im  Stamm  7  eine 
rapide  Verdrängung  des  Carcinoms  stattfand,  ist  der  von  den  gemischten 
Carcinomen  sich  ableitende  Stamm   durch  den  gleichsam  symbiotischen 
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Charakter  der  Geschwulstkomponenten  ausgezeichnet.  Dazu  kommt, 
daß  noch  andere  biologische  Beobachtungen,  über  die  später  berichtet 
werden  wird,  für  eine  prinzipielle  Verschiedenheit  dieser  beiden  letzten 
Tumoren  sprechen. 

Nach  dieser  Schilderung  der  objektiv  beobachteten  Tatsachen  tritt 
zunächst  die  Frage  an  uns  heran:  Handelt  es  sich  bei  dem  Umwand- 
lungsprozesse wirklich  um  die  Bildung  eines  echten  Sarkoms,  oder 
haben  wir  es  vielleicht  nur  mit  einer  besonders  intensiven  entzündlichen 
Bindegewebsreaktion  zu  tun,  einer  Art  Granulationsgeschwulst,  die 
vielleicht  einer  Infektion  ihre  Entstehung  verdankt?  Diese  Möglichkeit 
muß  eingehend  berücksichtigt  werden,  da  die  Entwickelung  eines  Sar- 
koms im  Laufe  fortgesetzter  Carcinomimpfungen  ein  allgemein  patho- 
logisch zu  wichtiges  Faktum  darstellt,  um  nicht  nach  allen  Richtungen, 
soweit  es  mit  den  gegebenen  Mitteln  möglich  ist,  aufgeklärt  zu  werden. 

Daß  die  Mäusetumoren  bei  den  zahlreichen  Impfungen  nicht  keim- 
frei zu  halten  sind,  und  daher  nicht  nur  Bakterien,  sondern  gelegentUch 
auch  Abscesse  aufweisen,  ist  durchaus  begreiflich  und  nicht  im  stände, 
zur  Lösung  der  uns  augenblicklich  interessierenden  Frage  etwas  beizu- 
tragen, zumal  zur  Zeit  der  Umwandlung  besondere,  auf  eine  bakterielle 
Infektion  hindeutende  Erscheinungen  nicht  zu  konstatieren  waren. 

Wir  müssen  vielmehr  den  umgekehrten  Weg  einschlagen  und  uns 
die  Frage  vorlegen:  Sind  aus  dem  klinischen  Verhalten  und  der  histo- 
logischen Struktur  der  fraglichen  Tumoren  genügend  Anhaltspunkte  för 
die  Diagnose  Sarkom  zu  gewinnen? 

Was  zunächst  das  klinische  Verhalten  betrifft,  so  muß  noch  einmal 
daran  erinnert  werden,  daß  wieder  während  noch  nach  der  Umwandlung 
eine  wesentliche,  makroskopisch  wahrnehmbare  Veränderung  in  dem 
Tempo  oder  der  Art  des  Wachstums  zu  konstatieren  war.  In  unserem 
ersten  Falle  sind  wir  von  der  vollendeten  Tatsache  erst  mikroskopisch 
völlig  überrascht  worden.  Gewiß  lassen  sich  auf  Grund  einer  größeren 
Erfahrung  bestimmte  Unterschiede  zwischen  beiden  Geschwulstformen 
hinsichtlich  der  Konsistenz,  der  Degenerationen,  der  äußeren  Abgrenzung 
feststellen.  Dieselben  sind  jedoch  von  untergeordneter  Bedeutung  und 
keinesfalls  im  stände,  die  Frage  zu  entscheiden,  ob  wir  eine  echte 
Geschwulst  oder  nur  eine  entzündliche  Neubildung  vor  uns  haben.  Von 
besonderer  Wichtigkeit  dürfte  jedoch  der  Umstand  sein ,  daß  auch  in 
der  Proliferation skraft  der  Tumoren  nach  der  Umwandlung  keine 
Aenderung  eintritt.  Sie  wachsen  nach  wie  vor  rapid,  bilden  schon  nach 
3  Wochen  Tumoren  von  Pflaumengröße.  Geschwülste  von  dem  Um- 
fange einer  Maus  gehören  in  dem  Mischkastamme  nicht  zu  den  Selten- 
heiten. Ebensowenig  läßt  das  infiltrative  Wachstum  w^esentliche  Unter- 
schiede gegenüber  dem  Carcinom  erkennen.  Muskeln  sowohl  wie  Haut 
werden  vollständig  von  der  Neubildung  durchwachsen  und  letztere  in 
weitem   Umfange  zur  Ulceration   gebracht.     Auch  in   der  Ausbildung 
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der  Degenerationen  sind  durchgreifende  Differenzen  nicht  zu  statuieren. 
Gewiß  gibt  es  unter  den  Mäusecarcinomen ,  und  zwar  bei  den  rapid 
wachsenden  Markschwämmen  Degenerationen  von  einem  Umfange,  der 
bei  dem  Sarkom  gewöhnlich  nicht  erreicht  wird.  Dagegen  bleiben  in 
anderen  Carcinomtypen  die  Degenerationen  hinter  denen  der  Sarkome 
weit  zurück. 

Die  Histologie  kann  ebenfalls  keinen  Zweifel  an  der  Diagnose  des 
Sarkoms  aufkommen  lassen.  Unser  erster  Fall  bot  mit  den  einander 
durchflechtenden  Zellzügen  das  typische  Bild  eines  Spindelzellensarkoms 
(Taf.  4  Fig.  19),  aber  auch  die  beiden  anderen  Fälle  wiesen  eine  Struktur 
auf,  die  trotz  der  weniger  scharf  charakterisierten  Zellformen  doch  sofort 
als  Sarkom  imponierte  und  keinesfalls  als  einfache  Granulationsgeschwulst 
angesprochen  werden  kann. 

Nicht  unerwähnt  darf  schließlich  bleiben,  daß  auch  die  Befunde  an 
den  Mitosen  nach  den  heute  herrschenden  Anschauungen  entschieden 
zu  Gunsten  eines  malignen  Tumors  sprechen.  Schon  von  Beginn 
ihrer  Entwicklung  ab  zeigen  die  Sarkome  einen  Mitosenreichtum,  der 
selbst  von  den  am  schnellsten  wachsenden  Mäusecarcinomen  nicht  über- 
boten wird.  Speziell  gehören  aber  auch  hier  die  pathologischen  Kern- 
teilungsformen zu  den  gewöhnlichen  Erscheinungen.  Vor  allem  sind  es 
die  hyperchromatischen  Formen,  denen  man  in  jedem  Präparat  in  großer 
Anzahl  begegnet,  aber  auch  asymmetrische  und  pluripulare  Formen 
werden  vielfach  beobachtet. 

Die  Gesamtheit  der  erwähnten  Punkte  kann  nicht  den  geringsten 
Zweifel  darüber  lassen,  daß  es  sich  bei  der  Umwandlung  der  Carcinome 
tatsächlich  um  die  Bildung  echter  Sarkome  handelt. 

Wie  ist  dieser  seltsame  Vorgang  nun  aber  zu  erklären?  Ich  be- 
merke von  vornherein,  daß  hierauf  zur  Zeit  eine  irgendwie  befriedigende 
Antwort  vom  rein  histologischen  Standpunkte  aus  nicht  zu  geben  ist. 
Wenn  ich  trotzdem  kurz  in  eine  Erörterung  der  Frage  eintrete,  so  ge- 
schieht es  lediglich,  weil  ich  eine  scharfe  Präzisierung  der  objektiv 
nachweisbaren  histologischen  Verhältnisse  zur  Vermeidung  naheliegender 
irrtümlicher  Deutungen  für  notwendig  halte. 

Vor  allem  muß  daran  festgehalten  werden,  daß  die  ersten  Sarkom- 
zellen ausnahmlos  im  Krebsstroma,  oder,  um  mich  noch  vorsichtiger 
auszudrücken,  an  der  Peripherie  der  Krebsnester  auftreten.  Niemals 
werden  im  Innern  eines  Krebsalveolus  Veränderungen  gefunden,  die 
im  Sinne  einer  Sarkomumwandlung  gedeutet  werden  könnten.  Ueber- 
haupt  scheint  der  Krebs  nur  an  den  direkten  Kontaktstellen  mit  dem 
Sarkom  von  letzterem  beeinflußt  zu  werden.  Denn  selbst  bei  vorge- 
schrittener Sarkomentwickelung  sind  die  noch  vorhandenen  Krebszellen 
in  voller  Proliferation  begriffen  und  können  noch  massenhaft  Mitosen 
aufw^eisen.  Mit  der  weiteren  Ausbildung  des  Sarkoms  verliert  die 
Grenze  gegen  das  Carcinom  immer  mehr  an  Schärfe.    Man  kann  wohl 
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bei  der  sehr  differenten  Tingibilität  des  Protoplasmas  der  Krebs-  und 
Sarkomzellen  beide  Geschwülste  deutlich  voneinander  trennen,  unleugbar 
verwischt   sich  jedoch   der   scharfe   Kontur   der  Krebsalveolen   außer- 
ordentlich, besonders  dann,   wenn  die  neugebildeten  Sarkomzellen  noch 
nicht  ihre  ausgeprägte  spindelige  Form   angenommen  haben,  sondern 
sich  noch  in  einem  mehr  indifferenten  polymorphen  Stadium  befinden. 
Es  kann  nicht   wunder  nehmen,   wenn   unter  diesen  Verhältnissen  zu- 
weilen Bilder  entstehen,  die  die  Vermutung  eines  direkten  üebergange? 
der  Carcinom-  in  die  Sarkomzelle   begreiflich  erscheinen   lassen.     Das 
Ineinandergreifen  beider  Geschwulstformen  beweist  noch  absolut  nichts 
für  ihren  genetischen  Zusammenhang.    Wir  haben  ganz  ähnliche  Bilder 
unter  Bedingungen   gesehen,   die  einen   solchen  Zusammenhang  direkt 
ausschlössen,  nämlich   bei   der  Radiumheilung  der  Carcinoma*    Auch 
hier  findet  eine   allmähliche   Einschmelzung    der  Carcinomnester  vom 
Rande  her  statt,  indem  die  Leukocyten  und  jungen  Bindegew^ebszellen 
Schritt  für  Schritt  in   das  Innere  vordringen   und,   sei   es  durch  Ver- 
flüssigung oder  auf  phagocytärem  Wege,  eine  Krebszelle  nach  der  anderen 
zum  Schwund  bringen.     Auch  hier  geht  im  Beginne  des  Prozesses  die 
scharfe    Grenze    zwischen     den    Krebsnestern    und    dem    umgebenden 
proliferierenden  Gewebe  verloren.    Man  kann  genau  wie  bei  der  Sarkom- 
entwickelung vielfach  verfolgen,   wie  die  einzelnen  Epithelien  aus  dem 
Verband  gesprengt  werden  und  sich  häufig  noch  völlig  isoliert  inmitten 
des  wuchernden    Bindegewebes  eine  Zeitlang  erhalten.     Gerade  diese 
Analogie  mit  den  Bildern   bei  der  Radiumheilung  scheint  uns  deutlich 
dafür  zu  sprechen,  daß  die  Verwischung  der  scharfen  Grenzen  lediglich 
der  Ausdruck  eines  siegreichen  Kampfes  des  Sarkoms  gegen  das  Carcinom 
ist,  aber   keinesfalls   zu   Gunsten   eines   genetischen   Zusammenhange? 
verwertet  werden  kann.    Einen  derartigen  Zusammenhang  schließen  wir 
vielmehr  mit  aller  Entschiedenheit  aus. 

Metastasen  haben  wir  bei  den  Sarkomen  nie  beobachtet. 

Erst  jetzt,  nachdem  wir  die  objektiven  Tatsachen  kennen  gelernt 
haben,  sind  wir  im  stände,  eine  bisher  noch  oflFene  Frage  zu  beant- 
worten, nämlich  die  nach  der  Begrenzung  des  Malignitätsbegriffes  in 
der  Mäuseonkologie.  Wie  weit  gehören  die  besprochenen  Tumoren  zu 
den  wirklich  bösartigen  Neubildungen  V 

In  der  menschlichen  Pathologie  ist  die  Bösartigkeit  einer  Geschwulst 
wesentlich  durch  zwei  Momente  bedingt:  erstens  durch  ein  rücksichts- 
loses destruierendes  Wachstum  in  die  Umgebung,  und  zweitens  durch 
die  Bildung  von  Metastasen. 

Was  zunächst  den  ersten  Punkt  betrifft,  so  unterliegt  es  keinem 
Zweifel,  daß  die  Mäusetumoren  in  ihrem  infiltrierenden  Wachstume 
vielfach  besondere,  von  den  menschlichen  Krebsen  abweichende  Ver- 
hältnisse darbieten.  Es  ist  zwar  durchaus  unberechtigt,  wie  schon 
Leonor  Michaelis  mit  Recht  betont  hat,  das  infiltrierende  Wachstum 
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überhaupt  leugnen  zu  wollen.  Der  subkutane  Sitz  der  spontan  ent- 
standenen sowie  der  meisten  Impftumoren  bedingt  sehr  bald  eine  doppelte 
Verwachsung,  sowohl  mit  der  Haut,  die  in  späterem  Stadium  und  bei 
einer  gewissen  Größe  des  Tumors  von  Geschwulstmassen  durchsetzt  in 
großer  Ausdehnung  ulceriert  werden  kann,  als  auch  mit  der  Muskulatur, 
die  unter  Schwund  der  Fibrillen  ebenfalls  durchbrochen  wird.  Wir 
haben  diesen  Vorgang  wiederholt  beobachtet.  Auffallenderweise  sind 
jedoch  diesem  infiltrierenden  Wachstume  gewisse  Grenzen  gesetzt,  die 
anscheinend  niemals  überschritten  werden.  So  haben  wir  im  Laufe  der 
Zeit  viele  Tausend  Carcinommäuse  mit  zum  Teil  kolossalen  Tumoren 
am  Thorax  und  Abdomen  seziert,  ohne  daß  es  uns  je  gelungen  wäre, 
auch  nur  die  Andeutung  einer  Rippenarrosion  zu  konstatieren.  Die 
Thoraxwand  kann  unter  dem  Drucke  der  Geschwulst  muldenförmig  ver- 
tieft werden,  nie  aber  erfolgt  ein  Durchbruch  in  die  Pleurahöhle.  Noch 
sonderbarer  liegen  die  Verhältnisse  am  Abdomen.  Nach  vollkommener 
Durchsetzung  der  Bauchmuskulatur  ragen  Tumormassen  von  der  Größe 
einer  Kirsche  und  darüber  anscheinend  frei  in  die  Bauchhöhle  hinein. 
Eine  Verwachsung  mit  irgend  welchen  intraabdominellen  Organen  wird 
unter  diesen  Umständen  jedoch  deswegen  nie  beobachtet  weil  bereits 
das  parietale  Blatt  des  Peritoneums  der  Geschwulstausbreitung  eine 
unüberwindliche  Barriere  bietet.  Ob  die  Tunwren  zur  Metastasen- 
bildung neigen  oder  nicht,  ist  für  diese  Begrenzung  des  infiltrativen 
Wachstumes  gänzlich  irrelevant.  Aehnlich  liegen  die  Verhältnisse  bei 
dem  hämorrhagischen  Cystocarcinom,  bei  dem,  wie  wir  oben  sahen, 
die  atypische  Wucherung  erst  eintritt,  wenn  das  Adenom  bereits  aus- 
gedehnte sekundäre  Veränderungen  aufweist.  In  diesem  Falle  sind  die 
Geschwülste  aber  stets  von  der  Umgebung  durch  eine  stärkere  Kapsel 
abgegrenzt,  welche  von  den  wuchernden  Zellen  niemals  durchbrochen 
wird.  Man  ist  häufig  überrascht,  einen  teilweise  hämorrhagisch  umge- 
wandelten Tumor  mit  Leichtigkeit  stumpf  aus  der  Umgebung  ausschälen 
zu  können  und  bei  der  histologischen  Untersuchung  einen  fast  durchweg 
carcinomatösen  Bau  zu  finden.  Diese  Tatsachen  stehen  mit  den  uns 
aus  der  menschlichen  Pathologie  geläufigen  Erscheinungen  in  einem 
vollkommenen  Widerspruch.  Ganz  unmöglich  ist  es,  die  offenkundige 
relative  Benignität  der  Mäusecarcinome  mit  einer  geringeren  Prolife- 
rationskraft  der  Zellen  erklären  zu  wollen.  Denn  gerade  die  Wachs- 
tumsenergie ist  eine  so  enorme,  daß  in  wenigen  Wochen  Tumoren  von 
einem  im  Verhältnis  zur  Größe  des  Tieres  kolossalen  Umfange  ent- 
stehen, wie  er  relativ  bei  den  bösartigen  Geschwülsten  des  Menschen 
auch  nicht  annähernd  erreicht  wird. 

Für  das  Verständnis  des  eigentümlichen  biologischen  Verhaltens 
kommen  vielmehr  folgende  Erwägungen  in  Betracht.  Offenbar  haben 
die  Mäusetumoren  nur  eine  sehr  geringe  Neigung,  auf  den  Lymph- 
wegen zu  propagieren,  wie   schon   aus  der  Metastasenbildung  deutlich 
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hervorgeht.  Daß  das  infiltratiTe  Wachstum  hierdurch  stark  gehemmt 
wird,  ist  ohne  weiteres  klar.  Dazu  kommt  aber  noch  ein  anderer  we- 
sentlicher Umstand.  Die  subkutanen  Tumoren  entwickeln  sich  in  einem 
Körpergewebe,  das  bei  der  Maus  durch  ein  besonders  lockeres  Gefüge 
ausgezeichnet  ist.  Die  Geschwülste  haben  hier  genügend  Platz,  um  zn 
beträchtlicher  Größe  heranzuwachsen,  ohne  die  Haut  oder  Muskulatur 
zunächst  wesentlich  in  Mitleidenschaft  ziehen  zu  müssen.  Das  infil- 
trierende Wachstum  bleibt  zwar  schließlich  nicht  aus,  doch  ist  in  Be- 
tracht zu  ziehen,  daß  die  Ulceration  der  Haut  teilweise  sicher  durch 
eine  auf  Spannung  beruhende  Druckatrophie  bedingt  ist.  Ferner  muß 
auch  darauf  hingewiesen  werden,  daß  die  entzündlichen  Prozesse  in  der 
Peripherie,  die  bei  dem  Mäusecarcinom  entschieden  stärker  ausgebildet 
sind,  als  bei  denen  des  Menschen,  dazu  beitragen,  das  infiltrative  Wachs- 
tum zu  beschränken. 

Die  Besonderheiten,  die  die  malignen  Mäusetumoren  hinsichtlich 
der  Metastasenbildung  gegenüber  den  menschlichen  Krebsen  zeigen, 
sind  oben  bereits  ausführlich  besprochen  worden.  Es  genügt  daher, 
an  dieser  Stelle  nochmals  zu  betonen,  daß  die  Seltenheit  makroskopi- 
scher Metastasen  keineswegs  gegen  die  Diagnose  Krebs  verwendet  werden 
kann,  da  das  Vorhandensein  zahlreicher  mikroskopischer  Metastasen  bei 
der  Maus  besonders  stark  zu  berücksichtigen  ist. 

Bei  dieser  Sachlage  leuchtet  ohne  weiteres  die  hohe  Bedeutung 
anderer  Momente  für  die  Malignitätsbestimmung  bei  den  Mäusetumoren 
ein.  Zunächst  ist  es  die  durch  unsere  Impfungen  erwiesene,  geradezu 
an  das  Bakterienwachstum  erinnernde  enorme  Proliferationskraft  der 
Zellen,  die  für  einen  Teil  der  malignen  Mäusegeschwülste  als  hervor- 
stechendstes Zeichen  der  Bösartigkeit  angesprochen  werden  muß.  Dieses 
früher  nicht  gekannte  Moment  ist  neuerdings  auch  von  Pick  als  voll- 
wertig anerkannt  worden.  Für  diejenigen  Tumoren,  die  langsamer 
wachsen  oder  gar  nicht  überimpft  werden  konnten,  kommt  der  histo- 
logische Ausdruck  der  höchstgesteigerten  Zeilproliferation,  die  atypische 
Wucherung,  zu  erhöhter  diagnostischer  Bedeutung,  und  kann  es  um  so 
mehr,  als  sie  fast  stets  sofort  in  einem  Umfange  auftritt,  der  die  Be- 
denken, die  auf  Grund  der  BoRSTschen  Untersuchung  dagegen  erhoben 
werden  könnten,  von  vornherein  zerstreut.  Denn  gerade  das  Postulat, 
welches  Borst  als  charakteristisch  für  den  echten  Krebs  hinstellt,  eine 
auffällige  Unregelmäßigkeit  in  Form  und  Anordnung  der  Zellen,  ist  bei 
der  atypischen  Wucherung  der  Mäuseturaoren  fast  stets  in  auffälligster 
Weise  realisiert. 

Am  Schlüsse  unserer  Untersuchungen  angelangt,  stellen  wir  als 
das  wichtigste  Resultat  die  Erkenntnis  in  den  Vordergrund,  daß  die 
besprochenen  Mäusetumoren  eine  nicht  nur  genetisch,  sondern  auch 
strukturell  einheitliche  Geschwulstgruppe  bilden.  Weit  davon  entfernt, 
scharf  begrenzt  zu  sein,  fließen  die  einzelnen  Typen  vielmehr  unmerklich 
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ineinander  über  und  machen  so  jede  för  eine  übersichtliche  Darstellung 
notwendige  systematische  Einteilung  mehr  oder  weniger  illusorisch. 
Der  große  Formenreichtum  beweist  nicht  eine  Vielheit  scharf  geschie- 
dener Typen,  sondern  ist  im  Gegenteil  der  Ausdruck  einer  geradezu 
erstaunlichen  Variabilität,  die  als  charakteristisch  für  die  Mäusetumoren 
angesehen  werden  muß  und  sich  am  prägnantesten  in  der  auffallend 
häufigen  üeberschreitung  der  Malignitätsgrenze  äußert.  Es  ist  von 
hohem  Interesse,  daß  auch  in  dieser  Beziehung  von  Pick  ganz  ähn- 
liche Verhältnisse  bei  dem  Salmonidenkrebs  aufgedeckt  worden  sind, 
so  daß  also  auch  in  rein  struktureller  Beziehung  zwischen  dem  Mamma- 
krebs  der  Mäuse  und  dem  Krebs  der  Salmoniden  die  weitgehendsten 
Analogien  bestehen. 

Treten  diese  Verhältnisse  bei  den  Primärtumoren  lediglich  in  den 
zwei  Tatsachen  zu  Tage,  daß  erstens  ein  in  sich  einheitlicher  Bau  bei 
der  Mehrzahl  der  Geschwülste  vermißt  wird,  und  zweitens  verschiedene 
Tumoren  desselben  Tieres  weitgehende  Strukturdifferenzen  aufweisen 
können,  so  lassen  uns  die  Erfahrungen  an  den  Impfgeschwülsten  etwas 
tiefer  in  die  Ursache  dieser  Erscheinung  blicken.  Wenn  wir  sehen, 
daß  exzessiv  langsam  wachsende  Tumoren  stets  den  papillären  Typus 
in  reinster  Form  aufweisen,  während  der  Alveolarkrebs  sich  in  ausge- 
bildeter Weise  bei  den  rapide  wuchernden  Geschwülsten  findet,  und 
wenn  wir  vor  allem  wahrnehmen,  daß  in  demselben  Stamme  Aende- 
rungen  des  Wachstumstempos  bis  zu  einem  gewissen  Grade  auch  solche 
der  Struktur  bedingen,  so  sind  wir  zu  dem  Schlüsse  berechtigt,  daß 
die  histologische  Form  zum  Teil  eine  Funktion  der  Wacht  um  senergie 
ist.  Das  Vorhandensein  anderer  formbestimmender  Prinzipien  entzieht 
sich  vorläufig  unserer  Erkenntnis. 
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Tafel  1. 

Fig.  1.     Adenoma  simplex.     Zbiss  Apochr.  8,  Komp.-Ok.  6. 

Fig.  2.  Junges  Adenom  von  normaler  Brustdrüse  umgeben.  Apochr.  a2, 
Komp..Ok.  6. 

Fig.  3.     Cystadenoma  simplex.     Apochr.  8,  Komp.-Ok.  6. 

Fig.  4.     Adenoma   cysticum    oedematosum.     Apochr.   8,  Komp.>Ok.  6. 

Fig.  5.  Adenoma  cysticum  haemon*hagicum  mit  frei  in  cystischen 
Räumen  liegenden  Gefäßen.     Apochr.  8,  Komp.-Ok.  6. 

Fig.  6.  Papilläres  Cystadenom  mit  relativ  viel  Stroma  und  geschich- 
teten Inhaltsmassen.     Apochr.  16,  Komp.-Ok.  4. 

Fig.  7.  Papilläres  Cystadenom  mit  wenig  Stroma.  Apochr.  8,  Komp.- 
Ok.  4. 

Tafel  2. 

Fig.  8.     Adenocarcinoma  reticulatum.     Apochr.  8,  Komp.-Ok.  6. 

Fig.  9.  Uebergang  von  Adenom  in  Carcinoma  solidum.  Apochr.  8, 
Komp.-Ok.  6. 

Fig.  10.  Derselbe  Schnitt  wie  Fig.  9.  GefkUreiche  Partie.  Apochr.  8, 
Komp.-Ok.  6. 

Fig.  11.  Derselbe  Schnitt  wie  Fig.  9.  Uebergang  bei  stärkerer  Ver- 
größerung.    Apochr.  4,  Komp.-Ok.  6. 

Fig.  12.  Normale  Mäusemamma.  Ausführungsgänge  und  einzelne  im 
Fett  liegende  Acini.     Apochr.  8,  Komp.-Ok.  6. 

Fig.  12a.     Abbildung  1  der  Arbeit  von  Ebbrth  und  Spudb. 

Tafel  3. 

Fig.  13.  Normale  Mäusemammaacini  mit  Inhaltsmassen,  derselbe  Schnitt 
wie  Fig.  12.     Apochr.  4,  Komp.-Ok.  6. 

Fig.  13a.     Abbildung  3  der  Arbeit  von  Ebbbth  und  Spüdb. 

Fig.  14.  Eine  von  Hämorrhagien  freie  Stelle  des  Cystocarcinoma 
haemorrhagicum.*   Apochr.  16,  Komp.-Ok.  6. 

Fig.  15.  Solide,  um  normale  Gefäße  gruppierte  Zellnester  desselben 
Cystocarcinoma  haemorrhagicum.     Apochr.  16,  Komp.-Ok.  6. 

Fig.  16.     Spaltenförmiges  Carcinom.     Apochr.  8,  Komp.-Ok.  6. 

Fig.  17.     Papilläres  Carcinom.     Apochr.  8,  Komp.-Ok.  6. 

Tafel  4. 
Fig.   18,     Misch tumor,  Carcinom  -f-  Sarkom.    Apochr.  8,  Komp.-Ok.  6, 
Fig.  19.     Spindelzellensarkom.     Apochr.  4,  Komp.-Ok.  6. 
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Ueber  ein  transplantables  Chondrom 

der  Maus 


Von 

Prof.  Ehrlich 

Hierzu  1  Tafel 


D. 


'ie  bei  der  Maus  vorkommenden  Spontantumoren  bilden  mit  ganz 
vereinzelten  Ausnahmen  eine  nach  Sitz,  Genese  und  Struktur  einheit- 
liche Geschwulstgruppe,  deren  Varietäten  in  der  vorhergehenden  Arbeit 
von  Herrn  Dr.  Apolant  ausföhrlich  geschildert  worden  sind.  Durch- 
weg handelt  es  sich  um  epitheliale  Neubildungen,  und  zwar  entweder 
um  Adenome  oder  Adenocarcinome. 

Von  94  verimpften  Spontangeschwülsten  unseres  Materials  erwiesen 
sich  nur  11  als  transplan tabel  und  konnten  dauernd  in  Stämmen  fort- 
gezüchtet werden.  Bei  einem  Teile  dieser  11  Stämme  wurde  im  Laufe 
der  Zeit  eine  Wachstumsenergie  erzielt,  wie  sie  bei  den  in  anderen  In- 
stituten gezüchteten  Stämmen  auch  nicht  annähernd  erreicht  ist.  In- 
folge der  von  uns  mehrfach  beobachteten  Sarkomentwickelung  verfügen 
wir  des  weiteren  über  3  Vertreter  des  Sarkomtypus,  von  denen  2  Rein- 
sarkome und  einer  ein  Sarkocarcinom  darstellt  Diese  Tumoren  stammen 
also  nicht  von  primären,  spontan  entstandenen  Bindegewebs-  oder 
Mischgeschwülsten  ab,  sondern  haben  sich  erst  unter  unseren  Augen 
im  Laufe  lange  Zeit  fortgesetzter  Carcinomimpfungen  entwickelt. 

Eine  ungemein  wertvolle  Bereicherung  erfuhr  nun  unser  Material 
durch  einen  einer  ganz  anderen  Geschwulstgruppe  angehörigen  Tumor, 
der  sich  im  hohen  Grade  als  transplantabel  erwies. 

Vor  8  Monaten  kamen  wir  in  den  Besitz  einer  Maus,  bei  der  schon 
durch  die  Bauchdecken  ein  etwa  kirschgroßer  Tumor  palpiert  werden 
konnte.  Derartige  Palpationsbefunde  sind  bei  lebenden  Mäusen  an  sich 
keine  Seltenheit;  gewöhnlich  beruhen  sie  jedoch,  wie  die  Sektion  ergibt, 
entweder  auf  Eiterherden,  die  meist  mit  Erkrankungen  des  Genital- 
traktus  zusammenhängen,  oder  auf  Entozoen.  Es  war  uns  daher  eine 
freudige  Ueberraschung,  daß  es  sich  in  diesem  Falle  tatsächlich  um 
einen  echten  Tumor  handelte.  Derselbe  war  weder  mit  der  Bauchwand 
noch  mit  den  Organen  des  Abdomen  verwachsen,  sondern  nur  an  einer 
Stelle  am  Netz  adhärent.  Er  hatte  eine  annähernd  kugelige,  nicht 
höckerige  Form  und  ziemlich  weiche  Konsistenz.  Im  allgemeinen  von 
grauweißlicher  Farbe,  zeigte  er  an  einigen  Stellen  verschieden  ausge- 
dehnte hämorrhagische  Herde.    Der  größere  Teil  der  Geschwulst  wurde 
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von  dem  Präparator  des  Institutes,  Herrn  Göldner,  auf  eine  Anzahl 
Tiere  weiterverimpft.  Die  histologische  Untersuchung  des  restierenden 
Stückes  ergab  folgenden  Befund. 

In  einem  sehr  lockeren,  teils  ganz  strukturlosen,  teils  fein  fibrillären 
Gewebe,  das  auf  keine  Weise  deutlich  gefärbt  werden  konnte,  liegen 
einzelne  oder  zu  Gruppen  angeordnete  Zellen,  die  fast  durchweg  von 
einer  in  ihrer  Stärke  sehr  variierenden  Kapsel  eingeschlossen  sind. 
Zuweilen  nur  eben  angedeutet,  weist  dieselbe  an  anderen  Stellen  eine 
beträchtliche  Dicke  auf.  Die  Zahl  der  in  einer  einzigen  Kapsel  liegenden 
Zellen  schwankt  außerordentlich,  ohne  daß  sich  hieraus  eine  Beziehung 
zur  Mächtigkeit  der  Kapsel  ergäbe.  Größere  zusammenhängende  Partien 
einer  festeren  Grundsubstanz  werden  vollkommen  vermißt.  Die  Zellen 
selbst  lassen  nur  noch  auf  beschränkten  Partien  einen  gut  färbbaren 
Kern  erkennen.  Zum  größten  Teile  sind  sie  nekrotisch  und  an  Hämato- 
xylin-Congorotpräparaten  tinktoriell  von  ihrer  Kapsel  nicht  deutlich  zu 
trennen.  Dagegen  hebt  sich  an  Mallorypräparaten  der  rotgefarbte  Inhalt 
von  der  tiefblauen  Kapsel  scharf  ab.  In  der  Peripherie  des  Tumors 
liegen  die  gut  färbbaren  Zellen  in  großer  Zahl  dicht  beieinander  und 
bilden  so  eine  nur  wenig  Grundsubstanz  aufweisende  kompaktere  Masse. 

Der  Tumor  ist  außerordentlich  blutreich.  Man  begegnet  nicht  nur 
zahlreichen  stark  erweiterten  und  strotzend  mit  Blut  gefüllten  Kapillaren, 
sondern  vielfach  auch  richtigen  Hämorrhagien. 

Bei  dem  etwas  fremdartigen  histologischen  Bilde  sowie  dem  Fehlen 
jeder  spezifischen  Knorpel-  und  Schleimreaktion  waren  wir  anfangs  im 
Zweifel,  ob  der  Tumor  als  echtes  Chondrom  resp.  Myxochondrom  anzu- 
sprechen sei,  doch  glaubte  Herr  Kollege  Albrecht,  der  gelegentlich 
einer  größeren  Demonstration  unseres  Mäusetumormateriales  die  Präpa- 
rate zu  begutachten  die  Liebenswürdigkeit  hatte,  ein  Chondrom  auch  trotz 
des  Mangels  einer  spezifischen  Reaktion  als  höchst  wahrscheinlich  anneh- 
men zu  dürfen.  Die  Veränderungen,  welche  die  Geschwulst  späterhin  in 
den  Impfgenerationen  darbot,  haben  die  Diagnose  durchaus  verifiziert  ^). 

Der  Tumor  wurde  in  der  ersten  Generation  sowohl  subkutan  in  der  bei 
uns  üblichen  Weise,  als  auch  intraperitoneal  verimpft,  letzteres,  weil  bei 
dem  ursprünglich  intraabdominellen  Sitze  die  Möglichkeit  bestand,  daß 
die  Wachstumsbedingungen  in  der  Bauchhöhle  besonders  günstige  waren. 

Bei  der  subkutanen  Impfung  schwankte  das  positive  Impfergebnis, 
wie  aus  der  beifolgenden,  unsere  bisherigen  Erfahrungen  übersichtlich  dar- 
stellenden Tabelle  hervorgeht,  ungefähr  zwischen  90  und  100  Proz.,  ein 
Resultat,  das  bei  unseren  besten  Carcinom stammen  erst  in  späteren  Ge- 
nerationen, nach  vielfachen  Tierpassagen  erreicht  wurde.  Die  Steigerung 
der  Virulenz   tritt  bei  dem  Chondrom  daher  makroskopisch  wesentlich 

1)  Eine  analoge  Geschwulst,  und  zwar  ein  Chondrosarkom  der  Wirbel- 
säule, deren  Kenntnis  ich  einer  privaten  Mitteilung  verdanke,  ist  bei  einer 
Maus  von  Haaland  gesehen,    aber   bisher  noch  nicht  beschrieben  worden. 
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in  dem  schnelleren  Wachstume  sowie  im   dem   erheblichen   Umfange, 
den  die  Tumoren  neuerdings  annehmen,  zu  Tage. 

Betrachten  wir  zunächst  das  Wachstum  der  Tumoren  in  den  ersten 
Generationen.  Gewöhnlich  dauert  es  4—5  Wochen,  bis  sich  ein  kleines, 
flaches,  discusartiges  Geschwulstplättchen  entwickelt,  das  einen  von  den 
jungen,  harten  Carcinomknoten  durchaus  verschiedenen  Typus  aufweist 
und  zunächst  einige  Zeit  hindurch  anscheinend  frei  unter  der  Haut 
verschieblich  ist.  In  diesem  Anfangsstadium  läßt  sich  die  Diagnose 
durch  die  Okularinspektion  häufig  sicherer  stellen,  als  durch  die  Pal- 
pation,  da  die  flache  zirkumskripte  Niveauerhöhung  der  Haut  ein  un- 
gemein charakteristisches  Aussehen  hat.  Mit  dem  weiteren,  immer  noch 
recht  langsamen  Wachstum  entsteht  allmählich  eine  höckerige  Ge- 
schwulst, die  jedoch  schon  frühzeitig  schwärzlich  durch  die  Haut  hin- 
durchschimmert. Je  größere  Dimensionen  der  Tumor  annimmt,  um  so 
mehr  verliert  er  seine  anfangs  derbe  Konsistenz.  Er  wird  weich,  bringt 
aber  trotzdem  durch  Druckatrophie  die  Haut  allmählich  zur  Ulceration, 
so  daß  das  makroskopische  Bild,  abgesehen  von  den  Hämorrhagien, 
von  dem  verimpfter  Carcinome  und  Sarkome  nur  wenig  differiert. 

Auf  dem  Durchschnitt  zeigen  die  jungen  Tumoren  eine  ziemlich 
glatte  Schnittfläche,  namentlich  in  den  gefäßarmen  Partien,  die  sich 
durch  ihre  weiße  Farbe  und  ihren  schon  makroskopisch,  durchaus 
knorpligen  Charakter  von  den  eingesprengten,  punktförmigen  bis  etwa 
linsengroßen  hämorrhagischen  Herden  scharf  abheben.  In  den  späteren 
Stadien  der  Erweichung  nimmt  der  Tumor  eine  fein  poröse  schwamm- 
artige Beschaflfenheit  an  und  setzt  sich  aus  einem  mehr  grau-rötlichen,  stark 
blutig  suffundierten  Gewebe  zusammen.  Ein  durchgreifender  Unterschied 
gegenüber  den  Carcinomen  und  Sarkomen  besteht  in  diesem  Stadium  darin, 

1)  Als  zersplittert  sind  diejenigen  Fälle  bezeichnet,  in  denen  die 
Tiere  vor  dem  Zeitpunkte  gestorben  sind,  an  dem  das  Urteil  über  den 
Impferfolg  sicher  steht. 
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daß  es  bei  dem  Chondrom  niemals  zur  Bildung  käsiger  Massen  kommt 
die  sonst  für  die  malignen  Mäusetumoren  so  überaus  charakteristisch  sind. 
In  den  letzten  Generationen  ist  das  Wachstum  des  Chondroms  ein 
wesentlich  schnelleres.  Infolge  dieser  gesteigerten  Wuchskraft  haben  wir 
neuerdings  wiederholt  Riesentumoren  gesehen,  die  an  Umfang  hinter  den 
größten  von  uns  beobachteten  Carcinomen  und  Sarkomen  nicht  im  min- 
desten zurückstehen  (s.  Tafel).  Trotz  dieser  außerordentlich  gesteigerten 
Proliferationsenergie  können  die  oben  geschilderten  Entwickelungsstadien 
gut  voneinander  getrennt  werden  und  treten  besonders  sinnfällig  durch 
den  Umstand  zu  Tage,  daß  bei  der  Art  unserer  subkutanen  Impfungen 
gewöhnlich  zwei  zunächst  völlig  getrennte  Geschwülste  an  dem  Haupt- 
depot in  der  Gegend  der  Achselhöhle  und  an  der  Einstichstelle  ent- 
stehen. Stets  zeigt  der  letztere,  der  sich  später  und  langsamer  ent- 
wickelt, noch  längere  Zeit  hindurch  das  erste  höckerig  derbe  Stadium, 
während  der  Haupttumor  schon  weitgehende  sekundäre  Veränderungen, 
vor  allem  Hämorrhagien,  erkennen  läßt. 

Was  nun   die   Histologie  der  transplantierten  Tumoren  anbetrifft, 
so  ist  oben   schon  kurz  angedeutet  worden,  daß  allmählich  Verände- 
rungen eintreten,   die  jeden   Zweifel  an  dem   Chondromcharakter    der 
Geschwulst  ausschließen.     Während  bei  dem  Ausgangstumor  die  Dia- 
gnose wesentlich  aus  den   die  einzelnen  Zellen  oder  Zellgruppen  um- 
gebenden Kapseln  abgeleitet   werden  konnte,   wurde  sie  bei  den  Impf- 
geschwülsten durch  die  Ausbildung  einer  zusammenhängenden  Grund- 
substanz sichergestellt,  die  in  dieser  Form  nur  im  Knorpel  angetroffen 
wird.    Die  Kapseln  selbst  sind  zwar  bei  den  transplantierten  Tumoren 
an  einzelnen   Stellen   stets   noch   deutlich   nachweisbar,    lassen   jedoch 
namentlich  in  den  jungen  zellreichen  Partien  ihre  ursprünglich  typische 
Form  eines  geschlossenen  Ringes  vielfach  vermissen,  da  hier  die  Grund- 
substanz in  Form   eines  feinen,  die  Zellen  umschließenden  Netzwerkes 
auftritt,  das  namentlich  bei  der  Malloryfärbung  durch  seine  Zierlichkeit 
einen   ästhetisch  ungemein   reizvollen   Anblick  gewährt  (Fig.  2).     Aus 
den   zarten   Lamellen   werden   allmählich  dickere   Balkenzüge  (Fig.    1), 
die   an  Masse  immer  mehr   zunehmen.     Ganz  analoge  Verhältnisse  in 
besonders  ausgesprochener   Form   sind  jüngst   von  Ernst  (Zieglers 
Beiträge,   Bd.  38)    bei   einem   Enchondrom   des   Menschen   beschrieben 
und  abgebildet  worden.    In  den  kompakten  Grundsubstanzpartien  gehen 
die  Zellen  stets  zu  Grunde  und  sind  schließlich  nur  noch  an  den  eben 
angedeuteten  Lücken   zu   erkennen  (Fig.  3).     Auf  diese  Weise   können 
große  Bezirke  einer  völlig  hyalinen  Grundsubstanz  zu  stände  kommen, 
die  mit  der  des  Knorpels  eine  weitgehende  Uebereinstimmung  zeigt. 

Ein  überaus  interessantes  und  für  die  uns  beschäftigenden  Tumoren 

im  besonderen  Grade  charakteristisches  Verhalten  zeigen  die  Blutgefäße. 

Man   findet   zwar  in  jungen   Tumoren   stets   größere  Partien,    die 

frei  von  Blutgefäßen  sind  und  anscheinend  wie  normaler  hyaliner  Knorpel 
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wesentlich  durch  Saftkanälchen  ernährt  werden.  Daneben  treten  jedoch 
Blutgefäße  in  einer  überraschenden  Menge  und  Ausdehnung  auf,  für 
die  die  Struktur  des  Tumorgewebes  an  sich  eine  Erklärung  nicht  zu 
geben  im  stände  ist.  Auf  engem  Räume  liegen  dicht  beieinander  caver- 
Domartige,  sinuöse  Gefäßerweiterungen,  die  nur  teilweise  noch  eine 
eigene,  stets  kapilläre  Wand  erkennen  lassen,  vielfach  aber  in  freie, 
strotzend  mit  Blut  gefüllte  hämorrhagische  Herde  übergehen. 

Es  erscheint  mir  wichtig,  auf  den  in  dieser  Beziehung  zwischen 
den  Chondromen  und  anderen  Mäusegeschwülsten  bestehenden  Unterschied 
besonders  hinzuweisen.  An  sich  sind  hämorrhagische  Geschwülste  unter 
den  spontan  entstandenen  Mäusetumoren  eine  sehr  häufige  Erscheinung. 
Sie  haben  iif^der  vorhergehenden  Arbeit  von  Herrn  Dr.  Apolant  eine 
eingehende  Berücksichtigung  erfahren.  Das  Besondere  und  Eigenartige 
der  Chondrome  besteht  jedoch  darin,  daß  sich  hier  die  Neigung  zu 
Teleangiektasien  und  sekundären  Hämorrhagien  auch  in  den  Impfserien 
in  vollem  Umfange  erhält,  was  wir  bis  vor  ganz  kurzer  Zeit  an  unseren 
Carcinomstämmen  nie  beobachtet  haben.  Letzteres  liegt  vermutlich 
daran,  daß  es  uns  früher  trotz  zahlreicher  Versuche  niemals  gelang, 
ein  hämorrhagisches  Carcinom  weiterzuverimpfen.  Erst  in  den  letzten 
Wochen  haben  wir  in  dieser  Richtung  einen  positiven  Erfolg  zu  ver- 
zeichnen, da  wir,  wenn  auch  nur  je  einmal,  einen  derartigen  hämor- 
rhagischen Krebs  in  zwei  Generationen  fortzüchten  konnten  und  beide 
Male  wieder  einen  hämorrhagischen  Tumor  erhielten. 

Wenn  wir  nach  einer  Erklärung  für  diese  einer  bestimmten  Ge- 
schwulst also  offenbar  dauernd  innewohnende  Neigung  zu  gesteigerter 
Vaskularisation  suchen,  so  müssen  wir  meiner  Meinung  nach  einen 
scharfen,  prinzipiellen  Unterschied  zwischen  dem  ersten  Einwachsen  der 
Gefäße  und  den  späteren  sekundären  Veränderungen  statuieren.  Meiner 
Ansicht  nach  muß  die  primäre,  gesteigerte  Gefäßwucherung,  da  sie  sich 
in  den  Impftumoren  konstant  erhält,  von  Eigenschaften  der  Tumorzellen 
selbst  abhängen,  und  ich  glaube  diese  Eigenschaften  in  einer  chemo- 
taktischen Wirkung  auf  die  Angioblasten  erkennen  zu  müssen,  die  nun- 
mehr zu  einer  vermehrten  Tätigkeit  angeregt  werden.  Hat  dieser  Prozeß 
einen  gewissen  Grad  erreicht,  so  können  nunmehr  sekundär  Stauungs- 
vorgänge sich  ausbilden,  wie  es  Apolant  ausführlich  bei  den  primären 
hämorrhagischen  Epitheliomen  geschildert  hat.  Meine  Anschauung  steht 
also  keineswegs  im  Widerspruch  mit  den  früheren  Ausführungen  Apo- 
LANTs,  denn  diese  letzteren  betreffen  wesentlich  vorgeschrittene  Stadien, 
während  meine  Deutung  lediglich  die  anfängliche  Neigung  zu  gestei- 
gerter Vaskularisation  erklären  soll. 

Neben  den  hämorrhagischen  Prozessen  wird  bei  den  Chondromen 
noch  ein  echter  Degenerationsvorgang  beobachtet,  der  in  einer  eigen- 
tümlichen Auflösung  der  Grundsubstanz  besteht  und  in  der  Umgebung 
der  Zellen  zu  beginnen  scheint.     Während  die  Zellen  selbst  zu  Grunde 
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gehen,  findet  in  der  Peripherie  ein  körniger  Zerfall  der  Grundsubstanz 
statt,  der  immer  weiter  um  sich  greift  und  allmählich  zu  ausgedehnten 
Nekrosen  führt.  Nur  sehr  selten  tritt  bei  diesem  Prozeß  die  faserige  Struk- 
tur auf,  die  bei  der  Degeneration  echten  hyalinen  Knorpels  beobachtet 
wird.  Gewöhnlich  entstehen  sofort  richtige  körnige  Detritusmassen,  die 
sich  sehr  schlecht  färben  und  nur  mit  Mallory  einen  schwach  violetten 
Ton  annehmen,  aber  sowohl  makroskopisch  wie  mikroskopisch  völlig 
verschieden  sind  von  den  charakteristischen  Käsemassen  der  Carcinome 
und  Sarkome.  Offenbar  beruht  die  in  den  späteren  Stadien  so  auf- 
fällige Erweichung  auf  dieser  mitunter  einen  ganz  enormen  Umfang 
annehmenden  Degeneration  der  Grundsubstanz,  die  sich  natürlich  in  der 
mannigfachsten  Weise  mit  den  hämorrhagischen  Prozessen  kombiniert. 

Aus  der  Tatsache,  daß  die  geschilderten  Strukturen  häufig  in  ver- 
schiedenen Teilen  desselben  Tumors  angetroffen  werden,  resultiert  die 
außerordentliche  Mannigfaltigkeit,  die  unser  Tumor  im  histologischen 
Bilde  darbietet.  Erhöht  wird  diese  Mannigfaltigkeit  noch  dadurch,  daß, 
namentlich  in  den  letzten  Generationen,  häufig  Partien  mit  einem  ganz 
außerordentlichen  Zellreichtum  auftreten.  Die  Zellen  liegen  hier  mit- 
unter so  dicht,  daß  man  bei  oberflächlicher  Betrachtung  gar  keine  eigent- 
liche Grundsubstanz  wahrnimmt  und  das  Ganze  leicht  für  ein  gewöhn- 
liches Sarkom  halten  kann.  Bei  Anwendung  spezieller  Färbungsmethoden 
tritt  jedoch  eine  deutliche,  wenn  auch  feine  Grundsubstanz  zu  Tage,  die 
sich  kontinuierlich  in  die  breiteren  Balkenzüge  anderer  Geschwulstpartien 
verfolgen  läßt.  Wenn  auch  Andeutungen  einer  herdförmig  auftreten- 
den stärkeren  Zellproliferation  schon  in  dem  Ausgangstumor  vorhanden 
waren,  so  kann  es  doch  nicht  dem  geringsten  Zweifel  unterliegen,  daß 
diese  Erscheinung  mit  den  Transplantationen  erheblich  zugenommen 
hat  und  als  sicherer  Ausdruck  der  Wachstumssteigerung  angesehen 
werden  muß. 

Bemerkenswert  ist,  daß  wir  in  unserem  Tumor  trotz  seiner  weit- 
gehenden morphologischen  Uebereinstimmung  mit  den  menschlichen 
Enchondromen  doch  niemals  farberisch  echte  Knorpelsubstanz  haben 
konstatieren  können.  Alle  charakteristischen  Knorpeltinktionen,  wie  die 
metachromatische  Safranin-  oder  die  intensive  Hämatoxylinfärbung,  sowie 
auch  der  Nachweis  von  Glykogen  schlugen  vollkommen  fehl.  Trotzdem 
kann  auf  Grund  der  sonstigen  histologischen  Tatsachen  ein  Zweifel  an  der 
Diagnose  um  so  weniger  auftauchen,  als  ähnliche  Abweichungen  von  der 
Norm  auch  beim  menschlichen  Chondrom  gefunden  werden.  Natürlich 
wird  bei  den  weiteren  Impfgenerationen  sorgfältig  auf  die  etwa  noch 
eintretende  tinktorielle  Uebereinstimmung  mit  echtem  Knorpel  geachtet 
werden. 

Der  positive  Erfolg  der  intraabdominellen  Impfungen  bestand  mit 
Ausnahme  eines  einzigen,  besonders  interessanten  Falles,  auf  den  ich 
noch  zurückkomme,  stets  darin,  daß  ein  oder  zwei  hirsekorn-  bis  hoch- 
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stens  linsengroße  Knötchen  gebildet  werden,  die,  ähnlich  wie  die  Reis- 
körper in  den  Gelenken,  absolut  frei  in  der  Bauchhöhle  liegen  und  in 
keinerlei  organische  Verbindung  mit  den  Eingew eiden  treten.  Da  sie 
niemals  vaskularisiert  werden,  so  präsentieren  sie  sich  als  glasig  durch- 
scheinende oder  auch  opake,  platte  und  ziemlich  harte  Körperchen,  die 
häufig  in  Mesenterialfalten  eingekeilt  liegen  und  zuweilen  erst  bei  sehr 
sorgfältiger  Untersuchung  wahrgenommen  werden.  Die  Hauptmasse 
dieser  Körper  ist  gewöhnlich  total  nekrotisch,  so  daß  man  nur  in  den 
peripheren  Teilen  noch  f&rbbare  Zellen  erkennt.  Auch  die  freien  Körper 
zeigen  eine  feste,  zusammenhängende  Grundsubstanz,  die  tinktoriell  von 
der  des  Knorpels  verschieden  ist.  An  Stelle  zelliger  Gebilde  werden 
in  den  nekrotischen  Partien  nur  noch  unregelmäßige  Lücken  bemerkt. 
Interessant  ist,  daß  diese  freien  Körper,  unter  die  Haut  transplantiert, 
allerdings  sehr  langsam  zu  richtigen  Geschwülsten  sich  entwickeln. 

Ziemlich  häufig  —  bei  der  zweiten  von  uns  angelegten  intraperi- 
tonealen Impfserie  11  mal  unter  20  Impfungen  —  entsteht  auch  bei  der 
intraabdominellen  Uebertragung  an  der  Einstichöfifnung  aus  zufällig  ab- 
gestreiften winzigen  Massen  ein  Tumor,  aber  nur  in  einem  einzigen 
dieser  Fälle  beobachteten  wir  ein  an  Intensität  und  Lokalisation  ganz 
ungewöhnliches  Tumorwachstum. 

Die  Maus  war  in  der  üblichen  Weise  intraperitoneal  geimpft  worden, 
zeigte  jedoch  schon  nach  6  Wochen  an  der  Impfstelle  eine  Geschwulst 
von  der  Größe  einer  Kirsche.  Gleichzeitig  fiel  eine  allmählich  immer 
stärker  werdende  Auftreibung  des  ganzen  Abdomens  auf,  in  dessen 
oberen  Partien  außerdem  ein  deutlicher  Tumor  zu  palpieren  war.  Bei 
der  Sektion  entleerte  sich  aus  der  angeschnittenen  Bauchhöhle  eine  be- 
trächtliche Menge  klarer,  etwas  blutig  gefärbter  Flüssigkeit,  in  der  zahl- 
lose freie  Körperchen  der  oben  geschilderten  Art  schwammen.  Der 
größte  Teil  dieser  zu  Hunderten  vorhandenen  Bildungen  konnte  ge- 
sammelt werden  und  entspricht  etwa  einem  Volumen  von  2  ccm.  Die 
Erklärung  dieses  nur  einmal  erhobenen  Befundes  dürfte  in  der  Be- 
schaffenheit des  erwähnten,  an  der  Impfstelle  entstandenen  Tumors  zu 
finden  sein.  Derselbe  war  nämlich  nicht  nur  nach  außen  durch  die 
Haut,  sondern  auch  nach  innen  durch  das  Peritoneum  durchgebrochen 
und  hier  an  einer  etwa  linsengroßen  Stelle  stark  erodiert.  Man  bemerkt 
daselbst  unter  dem  Mikroskop  nicht  den  gewöhnlichen  glatten  Geschwulst- 
rand, sondern  eine  starke  Zerklüftung  des  Tumors  in  einzelne,  sehr  un- 
regelmäßig gestaltete  Fetzen,  die  teilweise  nur  noch  durch  eine  kleine 
Brücke  mit  der  Hauptmasse  der  Geschwulst  in  Verbindung  stehen.  Es 
kann  wohl  keinem  Zweifel  unterliegen,  daß  diese  sich  allmählich  los- 
lösenden Partikelchen  das  Zentrum  der  immer  nur  zu  einem  beschränkten 
umfange  heranwachsenden  zahllosen  freien  Körperchen  bilden. 

Noch  ein  zweiter  gänzlich  vereinzelt  dastehender  Befund  konnte  in 
diesem  Falle  erhoben  werden,  nämlich  ein  Knoten  in  der  Leber,  über 
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dessen  Entstehung  etwas  Bestimmtes  nicht  auszusagen  ist.  Der  linke  vor- 
dere Leberlappen  war  so  vollständig  eingemauert  in  eine  ungefähr  hasel- 
nußgroße Geschwulst,  daß  nur  noch  der  scharfe  Leberrand  kammartig  in 
der  Breite  von  etwa  2  mm  hervorragte.  Die  histologische  Untersuchung 
zeigte  in  der  Tat  eine  völlige  Durchwachsung  der  Leber  mit  Tumormasseii, 
wobei  sich  jedoch  das  Gewebe  der  Geschwulst  von  dem  des  Organs  meist 
scharf  abgrenzt  Die  noch  vorhandenen  Leberreste  sind  naturgemäß  stark 
verändert  und  bieten  vor  allem  das  Bild  einer  hochgradigen  Stauung, 
so  daß  die  Zellen  stellenweise  weit  auseinandergedrängt  sind. 

Nachdem  es  bisher  stets  nur  gelungen  ist,  echte  Carcinome  und 
Sarkome  dauernd  weiterzuverimpfen ,  war  es  natürlich  von  ganz  be- 
sonderem Interesse,  dieselbe  Transplantationsfähigkeit  und  Wuchskraft 
auch  bei  einer  Knorpelgeschwulst  zu  beobachten^).  Da  diese  Tumoren 
mehr  als  die  eigentlichen  Krebse  strukturell  einem  normalen  Körper- 
gewebe entsprechen,  so  steht  die  parasitäre  Theorie  bei  ihnen  von  vorn- 
herein auf  schwachen  Füßen,  denn  es  fällt  sehr  schwer,  einen  speziell 
die  Chondrombildung  auslösenden  Parasiten  anzunehmen,  zumal  wir 
für  den  vorliegenden  Tumor  eine  näher  liegende  Erklärung  zu  geben 
in  der  Lage  sind.  Jedenfalls  geht  aus  dem  Nachweis,  daß  in  der 
Proliferationskraft  und  Ueberimpfbarkeit  irgend  welche  greifbaren  Unter- 
schiede zwischen  den  Chondromen  und  echten  Krebsen  nicht  festzustellen 
sind,  so  viel  hervor,  daß  zur  Erklärung  des  schrankenlosen  Zellwachs- 
tums die  Annahme  eines  Parasiten  keine  zwingende  Notwendigkeit  ist. 
Auch  spricht  das  Verhalten  der  freien  intraabdominellen  Körperchen 
entschieden  nicht  zu  Gunsten  einer  parasitären  Aetiologie  unseres 
Chondroms.  Wenn  die  Zellproliferation  durch  den  Beiz  eines  Parasiten 
bedingt  wäre,  so  ist  nicht  einzusehen,  warum  sie  sich  bei  Ausschaltung 
der  Blutgefäßernährung  so  außerordentlich  schnell  erschöpft. 

Diese  Ueberlegung  veranlaßt  uns,  der  Natur  unseres  Tumors  noch 
eine  kurze  Besprechung  zu  widmen. 

Der  Umstand,  daß  sich  die  Geschwulst  als  Chondrom  intraabdo- 
minell, also  an  einem  Orte  entwickelt  hatte,  an  dem  normales  Knorpel- 
gewebe nicht  vorkommt,  spricht  mit  hoher  Wahrscheinlichkeit  dafür, 
daß  es  sich  hier  um  eine  teratoide  Bildung,  um  ein  Embryom  handelt, 
in  dem  der  knorpelige  Anteil  durch  Ueberwuchern  der  anderen  Ge- 
schwulstkomponenten   zu   einer   einseitigen   Entwickelung    gelangt  ist. 

1)  Anfänge  einer  Tumorbildung,  die  sogar  längere  Zeit  angehalten 
hat,  ist  bekanntlich  nach  Ueberpflanzung  embryonalen  Knorpels  wieder- 
holt beobachtet  worden.  Besonders  umfangreiche  Experimente  hat  Leopold 
über  diesen  Gegenstand  in  Virchows  Arch.,  Bd.  85,  veröffentlicht.  Das 
wichtigste  Ergebnis  derselben  besteht  in  dem  Nachweis,  daß  die  über- 
pflanzten Knorpelstückchen  um  so  besser  wachsen,  je  jünger  das  embryo- 
nale Stadium  ist,  in  dem  sie  transplantiert  werden.  So  konnte  Leopold 
bei  kleinsten  Knorpelstücken  eines  2^/2  cm  langen  Kaninchenembryos  ein 
Wachstum  auf  etwa  das  300-fache  konstatieren. 
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Diese  Auffassung  würde  die  Erklärung  der  Tatsache  erleichtern,  daß 
hier  von  Anfang  an  eine  Transplantationsfähigkeit  vorhanden  war,  die 
wir  bei  anderen  primären  Geschwülsten  in  so  hohem  Grade  niemals 
beobachtet  haben.  Denn  während  bei  den  primären  Carcinomen  ein 
Impferfolg  von  10  Proz.  schon  als  ungewöhnlich  günstig  angesehen 
werden  muß,  wurde  hier  gleich  in  der  ersten  Serie  in  90  Proz.  ein 
positives  Ergebnis  erzielt.  Es  hat  außerordentlich  viel  für  sich,  in  dem 
embryonalen  Charakter  unseres  Tumors  das  wesentlichste  Moment  für  die 
Erklärung  dieser  nach  unseren  Erfahrungen  einzig  dastehenden  Transplan- 
tationsfähigkeit zu  erblicken.  Völlig  unberührt  bleibt  hierdurch  die  sicher 
erwiesene  Tatsache,  daß  die  Schnelligkeit  des  Wachstums  infolge  der 
Tierpassagen  noch  eine  außerordentliche  Steigerung  erfahren  und  vielfach 
zu  den  oben  erwähnten  und  abgebildeten  Riesentumoren  geführt  hat. 


Tafelerklänmg. 

Fig.  1.     Chondrom  mit   dem  typischen  Charakter  hyalinen  Knorpels. 

Fig.  2.     Zellreiche  Partie  desselben  Tumors. 

Fig.  3.     Qrundsubstanzreiche  Partie  desselben  Tumors. 
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enn  man  den  Gang,  den  die  Erforschung  des  Krebses  in  den 
letzten  Jahren  genommen  hat,  aufmerksam  betrachtet,  so  wird  man  nicht 
in  Abrede  stellen  können,  daß  trotz  der  intensiven  Arbeit,  an  der  sich 
die  besten  Kräfte  beteiligt  haben,  trotz  der  nicht  geringen  Zahl  der  be- 
stehenden Forschungsstätten  eine  gewisse  Stagnation  eingetreten  ist, 
und  daß  es  weder  auf  histologischem  noch  biologischem  Gebiete  ge- 
langen ist,  in  den  Hauptfragen  einen  wirklich  entscheidenden  Schritt 
vorwärtszukommen.  Der  Grund  dieses  langsamen  Fortschrittes  liegt 
einerseits  in  der  ganz  außerordentlichen  Schwierigkeit  des  Themas  und 
in  der  hiermit  im  Zusammenhange  stehenden  ausschließlichen  Begrenzung 
der  Fragestellung.  Für  jeden  Forscher,  der  doch  am  liebsten  aparte 
Weg  geht,  war  es  etwas  entmutigend,  überall  —  auch  von  Laien  — 
stets  nur  die  drei  Fragen  zu  hören:  Ist  der  Krebs  ansteckend?  Ist 
der  Erreger  entdeckt?  Ist  das  Heilserum  erfunden?  Gewiß  ist  es  im 
Prinzip  das  beste,  möglichst  direkt  auf  das  Ziel  loszusteuern  —  aber 
nicht  immer  ist  das  möglich,  nicht  immer  läßt  sich  der  Stier  bei  den 
Hörnern  packen,  und  in  solchen  Fällen  scheint  es  häufig  das  Nützlichste, 
unbefangen  und  ohne  jede  vorgefaßte  Meinung  ein  möghchst  reiches 
Tatsachenmaterial  zu  sammeln,  um  so  eine  breite  Basis  für  Schluß- 
folgerungen zu  gewinnen. 

Ohne  auf  die  Schwierigkeiten,  welche  der  Ausführung  dieser  Absicht 
begegneten,  genauer  einzugehen,  glaube  ich  behaupten  zu  dürfen,  daß 
es  mir  im  Laufe  der  Jahre  und  durch  die  Hilfe  meiner  bewährten  Mit- 
arbeiter gelungen  ist,  schließlich  ein  wenig  weiterzukommen  und  einen 
Einblick  in  den  Mechanismus  bestimmter  Immunitätsvorgänge  zu  ge- 
winnen, der  vielleicht  für  die  therapeutische  Behandlung  des  Krebs- 
problems später  von  Bedeutung  werden  kann.  Zur  Zeit  handelt  es  sich 
aber  —  und  ich  möchte  das  ganz  ausdrücklich  betonen  —  ausschließlich 
um  Versuche  an  Tieren,  speziell  an  kleinen  Tieren,  die  direkt  auf  den 
Menschen  nicht  übertragen  werden  können.     Trotzdem  muß  es  als  ein 
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Trotz  dieser  sehr  ausgebildeten  Technik  konnten  auch  wir  die  höchst 
auffällige  Tatsache  konstatieren,  daß  eine  Transplantation  spontaner 
Mäusetnmoren  außerordentlichen  Schwierigkeiten  begegnet. 

Wir  haben  im  Ganzen  94  spontan  entstandene  Tumoren  weiter- 
verimpfL  Von  allen  mit  diesen  Spontangeschwfilsten  vorgenommenen 
Einzelimpfungen,  die  nach  Abzug  der  interkurrent  gestorbenen  Tiere 
insgesamt  1504  betragen,  wiesen,  wie  unsere  Statistik  ergibt,  nur  41, 
also  etwa  2,8  Proz.  einen  positiven  Erfolg  auf.  Ueber  die  Impfaus- 
beute derjenigen  Tumoren,  die  überhaupt  transplantabel  waren,  gibt 
die  folgende  Tabelle  eine  Uebersicht: 


Stamm 

geimpft 

angegangen 

Proz. 

4 

18 

4 

22 

5 

16 

2 

12^/, 

7 

25      . 

6 

24 

11 

46 

4 

9 

16 

31 

3 

10 

18 

6 

3 

50 

20 

32 

1 

3 

48 

18 

9 

50 

44 

10 

l 

10 

54 

15 

1 

6V, 

67 

22 

2 

9 

71 

30 

3 

10 

84-87 

55 

1 

2 

88 

15 

1 

67,^) 

Diese  ungünstigen  Resultate  beziehen  sich  aber,  wie  wir  besonders 
hervorheben  möchten,  nur  auf  die  Ueberimpfung  der  Spontantumoren. 
Dagegen  gelingt  es  nicht  selten,  bei  der  Fortzüchtung  der  einmal  an- 
gegangenen Tumoren  eine  erhebliche,  oft  maximale  Virulenzsteigerung 
zu  erzielen.  Wir  verfahren  hierbei  wie  der  Bakteriologe,  der  durch 
Tierpassagen  die  Wirkung  von  Bakterien  zu  steigern  sucht,  indem  wir 
das  gesamte,  von  den  Anfangsimpfungen  herstammende  Tumormaterial 
in  toto  zu  Weiterimpfungen  benutzen  und  aus  den  verschiedenen  Serien 
immer  diejenigen  Tumoren  auswählen,  die  sich  bei  einzelnen  Mäusen 
am  schnellsten  entwickelten.    Auf  diese  Weise   erhielten  wir  Tumoren 


Organe,  besonders  Leber  und  Milz,  auszuführen,  die  insofern  ebenfalls  von 
Erfolg  gekrönt  waren,  als  sich  teilweise  umfangreiche  Tumoren  bildeten. 
Ein  leichteres  Angehen  der  verimpften  Massen  konnte  jedoch  bei  dieser  Form 
der  Impfung  im  Gegensatze  zu  der  subkutanen  nicht  konstatiert  werden. 
Metastasenbildung  wurde  unter  diesen  Umständen  nicht  beobachtet. 

1)  Die  in  der  Literatur  verzeichneten  Impfresultate  schwanken  außer- 
ordentlich. So  hatte  Morau  In  90  Proz.,  Bobrel  dagegen  nur  in  10  Proz. 
einen  Impferfolg.  Jp:nsen  berichtet,  daß  von  5  Impfungen  3  positiv  ver- 
liefen. Bei  Michaelis  schwankt  die  Impfausbeute  zwischen  5  und  10  Proz., 
doch  erzielt  er  je  einmal  in  50,  80  und  sogar  100  Proz.  ein  positives 
Resultat.  Bashford  erhielt  unter  12  und  17(j  Impfungen  je  Imal,  unter 
57  und  125  Impfungen  je  2mal,  und  unter  17  Impfungen  3mal  ein  posi- 
tives Resultat. 
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von  einer  Wachstumsenergie,  wie  sie  bisher  wohl  weder  im  Experiment 
noch  in  der  Praxis  jemals  beobachtet  worden  sind.  Allerdings  gelang 
uns  diese  Virulenzsteigerung  nicht  in  allen  Fällen,  da  zuweilen  die 
Ausbeute  eine  zu  geringe  ist,  um  das  Aussterben  des  Stammes  zu 
verhindern.  Konnte  der  Tumor  aber  erst  in  3 — 4  Generationen  ge- 
züchtet werden,  so  war  unser  Impfprinzip  stets  von  Erfolg  gekrönt. 

Kehren  wir  zu  den  mit  den  ßpontantumoren  unseres  Materials  er- 
zielten Impfresultaten  zurück,  so  könnte  man  a  priori  geneigt  sein,  in 
der  großen  Verschiedenheit  dieser  Impfresultate  eine  Stütze  für  die  para- 
sitäre Theorie  des  Carcinoms  zu  erblicken  insofern,  als  die  verschiedenen 
Tiere  eben  eine  ungleiche  Empfänglichkeit  für  den  supponierten  Parasiten 
besitzen.  Daß  dieses  Moment  jedoch  nicht  stichhaltig  ist,  geht  aus  den 
interessanten  Versuchen  von  Wilms^)  hervor,  der  unter  Bedingungen, 
bei  denen  ein  Parasit  ausgeschlossen  ist,  ganz  analoge  Erfahrungen 
gemacht  hat.  Wilms  verimpfte  den  Brei  von  Hühnerembryonen  auf 
6  Tiere,  3  Hühner  und  3  Hähne,  und  beobachtete,  daß  bei  einem  Hahn 
aus  jeder  Implantation  ein  fühlbarer  Knoten  zu  einer  Zeit  sich  ent- 
wickelte, zu  der  bei  den  anderen  Tieren  noch  nichts  nachweisbar  war. 
Also  auch  hier  bestand  eine  Art  Disposition. 

Auf  jeden  Fall  sprechen  unsere  Impfresultate  entschieden  gegen 
eine  irgendwie  starke  Infektiosität  des  Spontancarcinoms ;  andererseits 
folgt  aus  diesen  Versuchen,  daß  der  normale  Mäuseorganismus  —  es 
ist  ganz  gleichgültig,  ob  man  junge  oder  alte  Tiere,  Männchen  oder 
Weibchen  verwendet  —  gewisse  Vorrichtungen  besitzen  muß,  die  das 
Weiterwachsen  der  fertigen  Tumorzellen  verhindern,  sofern  diese  nicht 
durch  Passagen  einen  besonders  hohen  Grad  der  Virulenz  erreicht  haben. 
Wir  sehen  jedenfalls,  daß  entsprechend  diesen  Anschauungen  bei  der 
wirklichen  Tumorbildung  zwei  ganz  verschiedene  Momente  in  Betracht 
kommen : 

1)  die  primäre  Entstehung  der  carcinomatösen  Zellumänderungen, 
und 

2)  das  Auswachsen  dieses  originären  Kleingebiets  modifizierter 
Zellen  zu  einem  wirklichen  Tumor.  Diese  Bedingungen  des  Beginns 
und  Fortschreitens  sind  ganz  voneinander  verschieden.  Es  liegen  hier 
die  Verhältnisse  etwa  wie  bei  der  Tuberkulose.  Eine  Zuführung  von 
Tuberkelbadllen  ist  natürlich  die  notwendige  Voraussetzung  der  ent- 
stehenden Tuberkuloseerkrankung,  aber  es  ist  glücklicherweise  durchaus 
nicht  notwendig,  daß  sich  an  jede  Zufuhr  der  Tuberkelbacillen  eine 
fortschreitende  Erkrankung  anschließen  muß. 

Durch  die  experimentelle  Transplantation  können  wir  den  ersten 
Akt,  nämlich  die  Entstehung  der  Tumorzelle  eliminieren,  indem  wir  das 
fertige  und  vermehrungsfähige  Agens  direkt  dem  Organismus  zuführen. 


1)  Verhdl.  d.  pathol.  Gesellsch.  zu  Breslau,  1904. 
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Wir  sehen  dann  aber,  daß  gewöhnlich  der  Organismus  durchaus  nicht 
geeignet  ist,  diese  Tumorzellen  in  entsprechender  Weise  zur  weiteren 
Entwickelung  zu  bringen;  es  fehlt  also  gewöhnlich  die  Bedingung  für 
die  Proliferation.  Diese  Divergenz  der  beiden  Konditionen  tritt  auch 
in  scharfer  Weise  darin  zu  Tage,  daß  man  gar  nicht  so  selten  eine  voll- 
kommen spontane  Rückbildung  primärer  Mäusegeschwülste  beobachtet 
Unsere  eigenen  Erfahrungen  hierüber  beziehen  sich  auf  7  linsen-  bis 
bohnengroße  Tumoren,  die  in  Zeiträumen  von  14  Tagen  bis  3  Monaten 
vollkommen  und  dauernd  geschwunden  sind.  Die  Frequenz  des  Carci- 
noms  ist  daher  durchaus  nicht  nur  von  der  Anwesenheit  eines  hypo- 
thetischen Infektionserregers  und  der  Möglichkeit,  denselben  zu  acqui- 
rieren,  abhängig,  vielmehr  spielt  hier  eine  sehr  große  und  nach  meiner 
Ansicht  tiberwiegende  Rolle  die  Resistenz  des  normalen  Organismus, 
die  ihrerseits  von  vielen  Faktoren,  Abstammung  und  Rasse,  Art  der 
Haltung  und  Ernährung  etc.,  abhängig  sein  kann,  wie  das  auch  Jensen 
schon  in  seinen  ersten  Arbeiten  angenommen  hat.  Experimentell  einen 
tieferen  Einblick  in  diese  Verhältnisse  zu  gewinnen,  schien  mir  zunächst 
wichtig  und  geboten. 

Im  wesentlichen  unterliegt  die  Transplantation  der  Tumorzelle  den- 
selben Gesetzen,  die  für  die  üebertragung  von  Körperzellen  überhaupt 
gültig  sind,  indem  eine  dauernde  Anheilung  nur  bei  Tieren  der  gleichen 
oder  phylogenetisch  nahestehenden,  die  Möglichkeit  der  Bastardierung 
zulassenden  Species  erzielt  wird.  Dementsprechend  sind  auch  die  zahl- 
reichen Versuche  meines  früheren  Mitarbeiters,  Herrn  Dr.  Sticker, 
Menschentumoren  auf  die  verschiedenen  Laboratorium  stiere ,  Hund» 
Meerschweinchen  etc.,  zu  übertragen,  ohne  Ausnahme  resultatlos  ver- 
laufen. Ebensowenig  ist  es  Prof.  Metschnikoff,  wie  er  mir  jüngst 
mitteilte,  jemals  gelungen,  maligne  Geschwülste  des  Menschen  auf  anthro- 
poide Affen  zu  verpflanzen.  Impft  man  dagegen  eine  Ratte  mit  einem 
unserer  Sarkome,  so  sieht  man  schon  in  den  allerersten  Tagen  einen 
schnell  wuchernden  Tumor  sich  bilden,  der  bis  ungefähr  zum  6.  Tage 
zunimmt.  Zu  dieser  Zeit  bietet  die  Geschwulst  ein  sehr  charakteristisches 
Aussehen.  Der  meist  langgestreckte  wurstförmige  Tumor  fühlt  sich 
derb  an  und  besteht  aus  einem  mächtigen  Geschwulstmantel,  der  sack- 
förmig den  Rest  der  nekrotischen  Impfmassen  umschließt.  Histologisch 
ist  weder  in  Form  und  Anordnung  der  Zellen,  noch  in  dem  Reichtum 
an  Mitosen  ein  irgendwie  nennenswerter  Unterschied  gegenüber  einem 
gleichaltrigen  Mäusetumor  nachzuweisen.  Auch  das  Carcinom  ist,  ob- 
wohl in  beschränktem  Maße,  fähig,  im  Rattenorganismus  zunächst  zu 
wuchern,  und  das  Gleiche  gilt  von  künstlichen  Mischungen  von  Carci- 
nom und  Sarkom. 

In  einer  früheren  Arbeit  ist  bereits  mitgeteilt  worden,  daß  man 
durch  derartige  Mischungen  bei  Mäusen  mit  Leichtigkeit  Mischgeschwülste 
von   dem  Bau  des   Carcinoma  sarcomatodes  v.  Hansemann  erzeugen 
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kann,  die  sich  jedoch  schon  in  zwei  Impfgenerationen  von  Carcinom 
vollkommen  reinigen.  Das  histologische  Bild  ist  nun  absolut  das  gleiche, 
wenn  ein  solcher  Mischtumor  auf  der  Ratte  «erzeugt  wird.  Die  neben- 
stehende Tafel  zeigt  zwei  aus  demselben  Impfbrei  hervorgegangene 
Mischgeschwülste ;  Fig.  1  entspricht  dem  auf  der  Maus,  Fig.  2  dem  auf 
der  Ratte  gewachsenen  Tumor.  Weder  in  der  Struktur  noch  in  der 
quantitativen  Zusammensetzung  der  Komponenten  ist  irgend  ein  Unter- 
schied zu  bemerken. 

Die  durchgreifende  Divergenz,  die  zwischen  der  Transplantation 
eines  Mäusetumors  auf  Maus  und  Ratte  besteht,  tritt  erst  im  späteren 
Verlauf  in  die  Erscheinung.  Während  nämlich  bei  der  Maus  der  Tumor 
stetig  weiterwächst,  erreicht  die  Wuchskraft  bei  der  Ratte  schnell,  und 
zwar  nach  etwa  einer  Woche,  ein  Ende.  Die  Tumorzellen  werden 
nekrotisch  und  entweder  resorbiert  oder  nach  außen  abgestoßen  i). 

Zu  einer  Erklärung  dieser  interessanten  Tatsache  führen  folgende 
Versuche.  Impft  man  einen  auf  dem  Höhepunkt  seiner  Ausbildung 
befindlichen  Rattentumor  auf  eine  zweite  Ratte,  so  geht  er  hier  über- 
haupt nicht  an,  während  er  in  diesem  Moment  auf  die  Maus  übertragen, 
in  gänzlich  unveränderter  Weise  weiterwächst.  Man  kann  derartige 
Zickzackimpfung  Maus-Ratte-Maus-Ratte  u.  s.  w.  beliebig  lange  fort- 
setzen, ohne  daß  die  Wuchskraft  des  Tumors  im  mindesten  beeinträchtigt 
würde. 

Zunächst  könnte  daran  gedacht  werden,  daß  die  Unfähigkeit  der 
Tumorzellen,  im  Rattenorganismus  dauernd  zu  wuchern,  auf  einer  natür- 
lichen Immunität  der  Ratte  beruht,  also  auf  Antikörpern,  die  direkt 
abtötend  auf  die  Mäusezellen  einwirken.  Diese  Annahme  ist  jedoch 
ohne  weiteres  zurückzuweisen,  da  sich  mit  ihr  das  anfängliche,  den 
Tumorcharakter  durchaus  wahrende  üppige  Wuchern  der  auf  die  Ratte 
geimpften  Geschwulstzellen  absolut  nicht  erklären  ließe.  Die  zweite 
Annahme  wäre  die,  daß  sich  diese  Antikörper  erst  durch  Resorption 
der  Tumorzellen  bildeten,  die  Ratte  mithin  aktiv  gegen  die  Zellen 
immunisiert  würde.  Daß  dieser  Prozeß  tatsächlich  stattfindet,  läßt  sich, 
wie  wir  weiter  unten  sehen  werden,  einwandsfrei  beweisen;  zur  Er- 
klärung der  uns  momentan  beschäftigenden  Phänomene  reicht  er  indessen 
nicht  aus,  da  es  unverständlich  bliebe,  daß  die  Rückimpfung  auf  die 


1)  üeber  ganz  ähnliche  Versuche,  und  zwar  nach  Transplantation 
normaler  Gewebe  auf  artfremde  Tiere,  hat  bereits  Ribbert  auf  der  Natur- 
forscherversammlong  zu  Breslau  berichtet.  Es  gelang  diesem  Forscher 
nämlich,  an  Hautstückchen  des  Menschens  und  des  Meerschweinchens,  die 
in  subkutane  Taschen  des  Kaninchenohres  gebracht  waren,  zunächst  eine 
nicht  unerhebliche  Zellproliferation  zu  konstatieren,  die  etwa  4 — 5  Tage 
anhielt  Die  von  R.  an  transplantierten  Carcinomstückchen  beobachteten 
Wachstumsvorgänge  standen  auffallenderweise  hinter  denen  normaler  Haut 
erheblich  zurück. 

6* 
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Maus  ohne   die  geringste   Schädigung  der  Proliferationsenergie   mög- 
lich ist. 

Viel  näher  liegt  folgende   Annahme,  die  ich  zunächst  an  einem 
bakteriologischen  Beispiel  exemplifizieren  möchte.    Will  man  aus  einem 
Sputum  Imfluenzabacillen  isolieren,  so  pflegt  die  erste  Kultur  ohne  weiteres 
anzugehen;  ebenso  gelingt  es  ab  und  zu,  noch  einmal  eine  Abimpfung 
der  Ausgangskultur  zu  erreichen;  dagegen  versagen  weitere  Passagen 
stets,  wenn  man  nicht  für  die  späteren  Kulturen  Blutagarröhrchen  ver- 
wendet.    Mit  diesen  kann  jedoch  die  Kultur,  wie  Pfeiffer  gezeigt 
hat,   beliebig  lange  fortgepflanzt  werden.     Für  das  Wachstum  der  In- 
fluenzabacillen  ist  also  neben  den   gewöhnlichen  Nährmaterialien,   ^ie 
sie  im  Nähragar  enthalten  sind,  und  wie  sie  auch  für  das  Wachstum 
der  überwiegenden  Mehrzahl  von  Bakterien  vollkommen  ausreichen,  ein 
spezifisches   „Incitament**   notwendig.     Bei  der  ersten  Abimpfung    ist 
durch  die  Beimengung  des  hämorrhagischen  Sputums  diesem  Bedürfnis 
Genüge  getan ;  hat  sich  aber  dieser  Vorrat  erschöpft,  so  ist  das  Wachs- 
tum der  Influenzabacillen  unmöglich.    Aehnlich  stelle  ich  mir  die  Ver- 
hältnisse vor,  wenn  man  Mäusetumoren  auf  Ratten  überträgt.  —  Um 
einen  Nährstoifmangel  im  banalen  Sinne  kann   es  sich  nicht  handeln, 
denn  dagegen   spricht  das  geradezu  üppige  Anwachsen  innerhalb  der 
ersten  Woche.    Der  Rattenorganismus  enthält  somit  nicht  nur  keinen 
Antistofl"  gegen   die  Carcinomzelle,  sondern  er  führt  derselben   Nähr- 
materialien in  der  reichlichsten  Weise  zu,  die  eine  starke  Proliferation 
ermöglichen.    Aber  offenbar  ist  zum  dauernden  Wachstum  der  Zelle  die 
Anwesenheit  und  die  Zufuhr  dieser  banalen  Nährstoffe  nicht  ausreichend : 
ebenso  wie  der  Influenzabacillus  noch  einer  geringen  Menge  Hämoglobins 
bedarf,  ebenso   bedarf  offenbar   das  Mäusecarcinom  eines   bestimmten 
spezifischen  X-Stoffes,  der  nur  im  Mäuseorganismus  vorkommt,  und  von 
dem  durch  die  Impfung  eine  gewisse  Menge  in   die  Ratte  übertragen 
wird.    Proportionen  der  Menge  dieses  mit  dem  Impfmaterial  eingeführten 
Stoffes  wächst  der  Tumor.     Ist  aber  der  Vorrat  erschöpft,   so  gelingt 
die  Weiterzüchtung  der  Geschwulst  nur,  wenn  man  sie  in  einen  Orga- 
nismus bringt,  der  den  Stoff  X  enthält,  i.  e.  die  Maus,  nicht  aber  die 
Ratte.     Ich  möchte  also  die  natürliche  Immunität  der  Ratte  auf  den 
Mangel  eines  unentbehrlichen  Wuchsstoffes  zurückführen  und  sie  daher 
im  Gegensätze  zu  den  gewöhnlichen  Formen  der  aktiven  und  passiven 
Bakterienimmunität  als  eine  atreptische  bezeichnen   (von  TQeq^io  =  er- 
nähren). 

Eine  ähnliche,  wenn  auch  weniger  präzis  formuUerte  Anschauung 
vertritt  Ribbert,  wenn  er  sagt  (Verhandlungen  der  pathologischen 
Gesellschaft,  Breslau  1904,  S.  105): 

„Alle  Versuche  zeigen  also,  daß  die  fremden  Epithelien  eine  Zeit- 
lang die  für  sie  erforderlichen  Lebensbedingungen  finden,  daß  also 
irgend   welche  schädlichen  Einwirkungen   sich  zunächst  nicht  auf   sie 
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jreltend  machen.  Man  wird  das  anfängliche  Wachstum  und  das  spätere 
Absterben  so  deuten  dürfen,  daß  die  Epithelien  anfangs  noch  in  sich 
genügende  NährstoflFe  haben,  um  sich  vermehren  zu  können.  Dabei 
müssen  sie  freilich,  da  sie  an  Masse  nicht  unerheblich  gewinnen,  dem 
Organismus,  in  dem  sie  sich  befinden,  indifferente  Stoffe,  zum  mindesten 
Wasser,  daneben  aber  auch  Sauerstoff  entnehmen.  Erst  wenn  sie  aus 
Mangel  an  eigenem  Material  auch  die  Nährsubstanzen  des  sie  beher- 
bergenden Körpers  in  Anspruch  nehmen  müssen,  sterben  sie  ab,  weil 
sie  diese  nicht  zu  verwerten  vermögen.^ 

Auch  aus  diesen  Versuchen  folgt  also  ohne  weiteres,  daß  schäd- 
liche, direkt  abtötende  Stoffe  in  dem  Organismus  des  artfremden  Tieres, 
auf  das  die  Impfung  erfolgte,  nicht  vorhanden  sein  können.  Anderer- 
seits ist  jedoch  das  Wachstum  der  transplantierten  Gewebe  in  den 
RiBBERTschen  Experimenten  offenbar  ein  zu  geringes,  um  eine  zu- 
treffende Vorstellung  von  dem  Ernährungsanteil  zu  geben,  den  der  art- 
fremde Organismus  den  überimpften  Zellen  liefert.  In  dieser  Beziehung 
lassen  unsere  Erfahrungen  wesentlich  tiefer  sehen.  Nach  meiner  Ansicht 
ist  es  ganz  unmöglich,  daß  für  eine  so  üppige,  den  Tumorcharakter  in 
vollem  Umfange  wahrende  Zeilproliferation,  wie  sie  in  den  ersten  8  Tagen 
im  Körper  der  Ratte  beobachtet  wird,  entsprechend  der  Anschauung 
von  RiBBERT  eine  Zuführung  von  Wasser  und  Sauerstoff  genügen  soll. 
Ich  bin  vielmehr  der  Ueberzeugung,  daß  eine  viel  weitergehende  Assi- 
milation der  von  der  Ratte  gelieferten  Nährsubstanzen  stattfindet.  Es 
fehlt  eben  nur  ein  ganz  bestimmter  Stoff,  der  vermutlich  nur  in  ge- 
ringer Menge  vorhanden  zu  sein  braucht,  um  eine  dauernde  Zell- 
proliferation  zu  gewährleisten.  Außerdem  war  es  natürlich  ganz  aus- 
geschlossen, daß  RiBBERT  auch  das  Experimentum  crucis  machte,  das 
der  atreptischen  Immunitätstheorie  erst  den  Halt  und  die  innere  Be- 
rechtigung verleiht,  nämlich  die  Weiterimpfung  auf  ein  zweites  artfremdes 
Tier  und  Rückimpfung  auf  die  gleiche  Species.  Ribbert  hat  daher 
nur  eine  seine  Beobachtungen  erklärende  Vermutung,  aber  keine  wissen- 
schaftlich gestützte  Hypothese  aufstellen  können. 

Daß  neben  der  atreptischen  Immunität  auch  eine  aktive  Ratten- 
immunität vorkommt,  ergibt  sich  aus  folgendem  Versuch:  Impft  man 
Ratten,  die  schon  einmal  geimpft  waren,  nach  entsprechender  Zeit 
ein  zweites  Mal  mit  demselben  Tumor,  so  ist  das  Resultat  von  An- 
fang an  negativ  (s.  Tabelle  5).  Die  Erfolglosigkeit  dieser  zweiten 
Impfung  kann  nur  auf  einer  aktiv  erworbenen  Immunität  beruhen, 
also  auf  einer  Antikörperbildung,  die  durch  Resorption  der  Tumor- 
massen zu  Stande  gekommen  ist. 

Um  eine  andere  Form  der  Atrepsie  dürfte  es  sich  bei  denjenigen 
Versuchen  handeln,  die  zur  Erklärung  der  Seltenheit  makroskopischer 
Metastasen  bei  den  Mäusen  angestellt  wurden.  Allerdings  ist  durch  die 
schönen    Untersuchungen    Haalands    erwiesen ,    daß    mikroskopische 
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Metastasen  in  den  Lungen  in  etwa  30  Proz.  aller  Fälle  angetroffen 
werden;  immerhin  bleibt  es  auffallend,  warum  sich  dieselben  nur  so 
selten  zu  makroskopisch  sichtbaren  Knoten  entwickeln. 

Ahmt  man  die  Metastasenbildung  im  Versuch  in  der  Weise  nach,  daß 
man  Tiere,  die  mit  einem  schnell  wachsenden  Tumor  erfolgreich  vorge- 
impft sind,  nach  8 — 10  Tagen  mit  demselben  oder  einem  anderen  Tumor 
nachimpft,  so  geht  diese  zweite  Impfung  bis  auf  wenige  Ausnahmen  nicht 
an  (s.  Tabelle  4).  Am  einfachsten  erklärt  sich  diese  Erscheinung  damit, 
daß  der  gut  vaskularisierte  erste  Tumor,  der  bei  seinem  Riesenwuchs 
gleichsam  mit  tausend  Mäulern  Nahrung  schöpft,  die  für  sein  Wachstum 
notwendigen  Nährsubstanzen  so  vollkommen  dem  Blute  entreißt,  daß 
für  die  unter  viel  ungünstigeren  Ernährungsbedingungen  befindlichen 
sekundär  verimpften,  ebenso  wie  für  die  embolisch  verschleppten  Zellen 
keine  für  ihr  weiteres  Wachstum  genügende  Menge  übrig  bleibt  Ich 
betrachte  daher  die  Seltenheit  der  natürlichen  Metastasen  und  das  Ver- 
sagen der  sekundären  Nachimpfungen  als  ein  Zeichen  einer  anderen 
Form  der  Atrepsie.  Im  besten  Einklänge  steht  damit  die  Tatsache,  daß 
bei  ganz  langsam  wachsenden  Tumoren,  z.  B.  bei  Chondromen,  doppel- 
seitige Tumoren  gelegentlich  beobachtet  werden.  Je  langsamer  ein 
Tumor  wächst,  um  so  weniger  Nährsubstanzen  braucht  er  eben  zu 
assimilieren,  um  so  günstiger  liegen  also  die  Bedingungen  für  das 
W^achstum  der  nachgeimpften  Zellen.  Das  Ausbleiben  makroskopischer 
Metastasen  spricht  daher  durchaus  nicht  gegen  den  bösartigen  Charakter 
dieser  Geschwülste,  sondern  ist  eben  der  Ausdruck  einer  besonderen 
Form  der  Malignität,  die  durch  eine  kolossale  Wachstumsenergie  be- 
dingt ist. 

Ueber  die  Ursachen  der  ersten  Entstehung  der  primären,  zum 
Carcinom  überleitenden  Zellveränderungen  wissen  wir  nichts.  Ist  die- 
selbe aber  einmal  eingetreten,  so  kann  sie  nur  zur  Tumorbildung  führen, 
wenn  die  modifizierten  Zellen  in  der  Lage  sind,  die  notwendigen  Nähr- 
materialien in  genügender  Menge  heranzuziehen.  Nun  ist  es  ja  ohne 
weiteres  klar,  daß  wohl  zum  größten  Teile  die  Substanzen,  die  das 
Wachsen  der  Carcinomzelle  bedingen,  auch  von  den  Zellen  der  Körper- 
gewebe assimiliert  werden  können,  oder,  wenn  wir  das  im  Sinne  meiner 
Seitenkettentheorie  ausdrücken  wollen,  daß  die  dem  Zellwachstum  dienen- 
den, also  rein  assimilatorischen  Rezeptoren  der  Carcinomzellen  zum  Teil 
wenigstens  identisch  sind  mit  denen  anderer  Körpergewebe.  Die  Ver- 
teilung der  Nährsubstanzen  des  Körpers  in  den  verschiedenen  Organen 
wird  nun,  wenn  wir  einen  bestimmten  bindungsfähigen  Stoff  ins  Auge 
fassen  —  und  nur  um  assimilationsfähige  Stoffe  handelt  es  sich  beim 
Wachstum  der  Zelle  —  reguliert 

1)  durch  die  Zahl  der  in  einzelnen  Zellen  sitzenden  Rezeptoren  und 

2)  durch  die  Avidität  derselben. 

Es   ist   wohl   im    Sinne   einer    zweckmäßigen    Oikologie    anzunehmen. 
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daß  hier  zwischen  den  einzelnen  Organen  bestimmte  Beziehungen  vor- 
handen sind,  und  die  Rezeptoren  der  verschiedenen  Organe  eine  feine 
Abstufung  ihrer  Avidität  zeigen,  die  im  normalen  Organismus  wohl 
stets  nach  gleichbleibenden  Prinzipien  verlaufen  muß.  Entsteht  nun 
eine  Tumorzelle,  so  wird  ein  übermäßiges  Wachstum  nur  erreicht  werden 
können,  wenn  die  Rezeptoren  dieser  Zelle  eine  relativ  höhere  Avidität 
gegenüber  den  betreifenden  Stoffen  besitzen.  Nur  unter  diesen  Be- 
dingungen wird  die  primäre  Zellumänderung  von  einer  Tumorbildung 
gefolgt  sein.  Wenn  wir  nun  aber  einen  Primärtumor  auf  zahlreiche 
Mäuse  übertragen  und  sehen,  daß  er  bei  keinem  dieser  Tiere  angeht, 
so  werden  wir  nach  meiner  Ansicht  daraus  folgern,  daß  §egenüber  dem 
Durchschnittsorganismus  der  Mäuse  die  transplantierte  Tumorzelle  keine 
höhere  Avidität  der  Rezeptoren  besitzt.  Wir  kommen  also  zum  Schluß, 
daß  das  Wesen  der  Tumorentstehung  hier  —  natürlich  von  den  oben 
angedeuteten  Ursachen  der  ersten  Zellveränderungen  abgesehen  —  in 
einer  ganz  allgemein  eingetretenen  Aviditätsverminderung  der  betreffen- 
den Rezeptorenapparate  des  ganzen  Organismus  resp.  bestimmter  Sys- 
teme bedingt  ist  und  daß  diese  an  letzter  Stelle  die  Ursache  des  Krebs- 
wachstums bildet.  Eine  Schädigung  des  Gesamtorganismus  braucht  an 
diese  Rezeptoren  schwäche  nicht  im  mindestens  geknüpft  zu  sein,  wenn 
nur  die  relativen  Verhältnisse,  die  zwischen  den  einzelnen  Organen  be- 
stehen, hierbei  keine  Aenderung  erfahren  haben. 

Man  kann  sich  das  Verständnis  der  hier  in  Betracht  kommenden 
Verhältnisse  durch  folgendes  grobsinnliche  Beispiel  erleichtern:  Ein 
Bäckerjunge  verteilt  in  dem  ihm  zugewiesenen  Rayon  täglich  die  Brote 
in  der  gleichen  Weise.  Ob  er  die  Verteilung  etwas  schneller  oder 
langsamer  vornimmt,  ist  für  die  Aufrechterhaltung  des  Betriebes  von 
untergeordneter  Bedeutung.  Eine  wirkliche  Schädigung  des  Betriebes 
tritt  nur  dann  ein,  wenn  ein  Eindringling,  falls  er  sich  als  der  stär- 
kere erweist,  einen  Teil  der  Brote  an  sich  reißt.  Die  langsamere 
Verteilung  der  Brote  würde  der  allgemeinen,  aber  proportionell  gleichen 
Aviditätsverringerung  der  Körperzellen  gegen  die  Nährstoffe  entsprechen, 
während  den  den  Betrieb  störenden  Eindringling  das  plötzlich  auftre- 
tende avidere  Carcinom  repräsentiert,  das  durch  Abfangen  eines  be- 
stimmten Quantums  der  Nährsubstanzen  eine  Schwächung  des  Orga- 
nismus herbeifuhrt. 

Zu  meiner  Genugtuung  ersehe  ich  aus  den  erst  nach  meinem 
Berliner  Vortrage  zu  meiner  Kenntnis  gelangten  Verhandlungen  der 
pathologischen  Gesellschaft  zu  Meran,  daß  auch  Albreght,  der  die 
einschlägigen  Fragen  scharf  durchdacht  hat,  ganz  ähnliche  Anschau- 
ungen über  den  Zusammenhang  der  Tumorbildung  mit  der  Avidität  der 
Zellen  zu  den  Nährsubstanzeu  vertritt.  Albreght  legt  ein  Haupt- 
gewicht auf  die  gegenüber  den  Körperzellen  vermehrte  Avidität  der  zur 
Geschwulst  auswachsenden  Zellen  und  ist  speziell  der  Ansicht,  daß  die 
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Assimilation  der  Tumorzellen .  nicht  nur  im  gewöhnlichen  Sinne  gestei- 
gert, sondern  auch  wesentlich  verändert  ist,  so  daß  eine  Bindung  der 
aufgenommenen  Stoffe  auf  längere  Zeit  stattfindet,  bis  eine  für  die  Tei- 
lung der  Zellen '  genügende  Menge  aufgespeichert  ist. 

Ich  befinde  mich  also  in  Uebereinstimmung  mit  Albreght  in  der 
Annahme  eines  Differentials  der  Avidität  zwischen  den  Tumor-  und 
den  Körperzellen.  Die  Frage,  ob  dieses  Differential,  wie  Albrecht 
glaubt,  auf  einer  Aviditätssteigerung  der  Tumorzellen,  oder,  wie  ich  für 
die  schwach  virulenten  Spontantumoren  annehme,  auf  einer  Aviditäts- 
verminderung  der  Körperzellen  beruht,  ist  natürlich  nur  auf  experimen- 
tellem Wege* zu  entscheiden.  Selbstverständlich  wird  man  in  den 
Fällen,  in  denen  der  Primärtumor  mit  nahezu  maximaler  Impfausbeute 
übertragen  werden  konnte,  wie  es  Michaelis  geglückt  ist,  anzunehmen 
haben,  daß  hier  die  überimpften  Spontantumoren  an  und  für  sich  schon 
eine  hohe  Avidität  besessen  haben.  Ob  dieselbe  von  Anfang  an  be- 
stand oder  erst  durch  Akkomodation  erworben  wurde,  bleibt  eine  offene 
Frage. 

Von  diesem  Standpunkte  aus  erklären  sich  auch  die  Erfahrungen 
von  L.  Michaelis,  Borrel  und  Bashford,  daß  nämlich  der  sicher 
nicht  maximal  virulente  jENSENsche  Stamm  zunächst  nur  auf  däni- 
schen Mäusen  gut  angeht,  weniger  dagegen  auf  deutschen,  französischen 
und  englischen.  Erst  bei  weiteren  Transplantationen  hört  dieser  Unter- 
schied auf.  Die  Erklärung  dieser  Erscheinung  ist  eine  sehr  nahe- 
liegende. Die  Virulenzsteigerung  der  Tumoren  beruht  nach  meiner 
Ansicht  zu  einem  großen,  wenn  nicht  ausschließlichen  Teile  darin,  daß 
die  Avidität  der  Rezeptoren  ad  maximum  gesteigert  ist  Derartige 
Tumoren  gehen  dann  infolge  dieser  maximalen  Avidität  fast  bei  allen 
Tieren  gleichmäßig  an,  ja,  sie  wachsen  auch  primär  bei  Ratten  üppig, 
während  der  JENSENsche  Tumor  hier  überhaupt  nicht  zum  Anwachsen 
gebracht  werden  konnte.  Ich  sehe  deshalb  das  Wesen  der  Virulenz- 
steigerung in  einer  durch  künstliche  Auslese  erzeugten  Erhöhung  des 
Rezeptorenapparates  ad  maximum,  der  die  Bedingungen  der  normalen 
Atrepsie  aufliebt.  Diese  Anschauung  erklärt  auch  vielleicht  die  Häufig- 
keit des  Carcinoms  im  vorgeschrittenen  Alter,  das  ja  vielfach  mit  einer 
Verminderung  der  vitalen  Funktionen  verknüpft  ist. 

Soviel  über  die  Anschauungen,  die  ich  über  das  Wesen  der  natür- 
lichen Resistenz  der  Mäuse  auf  Grund  der  Versuche  mir  gebildet  habe. 
Die  große  Bedeutung  dieser  Frage  und  die  Notwendigkeit,  eine  Er- 
klärung hierfür  zu  suchen,  ist  natürlich  schon  von  früheren  Forschern, 
insbesondere  von  Borrel,  in  schärfster  Weise  erkannt  worden,  der  in 
der  Lösung  dieser  Frage  geradezu  den  Schlüssel  des  Carcinomproblems 
sah.  Die  von  mir  gegebene  Erklärung  steht  in  bester  Harmonie  mit 
den  Anschauungen  einer  großen  Reihe  von  Pathologen,  die  die  kon- 
stitutionelle Seite  der  Carcinomerkrankung  immer  und  immer  wieder  in 
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den  Vordergrund  geschoben  haben.  Ob  diese  Konstitutionsänderung 
vererbbar  ist,  ob  und  durch  welche  Umstände  sie  künstlich  erzeugt 
werden  kann,  das  wird  hoffentlich  auch  in  Bälde  auf  dem  Wege  des 
Experiments  zur  Entscheidung  gebracht  werden  können,  da  die  zu 
(irunde  liegende  Aviditätsverringerung  der  experimentellen  Erforschung 
zugängig  ist.  In  der  verschiedenen  Virulenz  der  einzelnen  Tumor- 
stämme, also  in  der  positiven  Impfausbeute  bei  Uebertragung  auf 
normale  Tiere  ist  gewissermaßen  ein  Indikator  gegeben,  um  den  Einfluß 
der  den  Organismus  schwächenden  Momente  auf  den  Erfolg  der  Impfung 
zahlenmäßig  bestimmen  zu  können.  Wenn  wir  z.  B.  4  Tumoren  haben, 
deren  Impfausbeute  bei  normalen  Tieren  0,  25,  50  und  75  Proz.  ist,  so 
wird  man  ohne  weiteres  erkennen  können,  ob  Mäuse,  die  bestimmten 
Einflüssen  unterworfen  waren,  eine  gleichmäßige  Aenderung  der  Impf- 
ausbeute nach  der  positiven  oder  negativen  Seite  hin  zeigen.  Erst  wenn 
diese  Verhältnisse  eingehend  erforscht  sind,  und  erst  wenn  wir  wissen 
werden,  ob  es  überhaupt  möglich  ist,  die  Aviditätsverhältnisse  der 
Körperzelle  im  positiven  Sinne  zu  beeinflussen,  wird  es  möglich  sein, 
aus  dieser  Anschauung  therapeutische  Konsequenzen  zu  ziehen.  Solange 
dieses  nicht  der  Fall  ist,  müssen  wir  einen  näherliegenden  Weg,  den  der 
Immunisierung,  ins  Auge  fassen.  Jensen  hat  das  Verdienst,  als  erster 
diese  Frage  experimentell  in  Angriff  genommen  zu  haben,  indem  er  einer- 
seits bei  Kaninchen  ein  Immunserum  erzeugte  und  andererseits  Mäuse  mit 
abgetötetem  Krebsmaterial  immunisierte.  Mit  bekannter  Vorsicht  und 
Zurückhaltung  hat  sich  Jensen  über  seine  Versuche  geäußert,  indem 
er  sagt:  ^Es  scheint  möglich  zu  sein,  gesunden  Mäusen  eine  aktive 
Immunität  beizubringen;  es  scheint  ebenfalls  die  Möglichkeit  vor- 
handen zu  sein,  Mäuse,  die  schon  durch  Impfung  kleine  Geschwülste 
bekommen  haben,  zu  immunisieren,  mit  dem  Resultate,  daß  das  Ge- 
schwulstgewebe zerfällt  und  resorbiert  wird.  Es  ist  ferner  möglich, 
durch  Einimpfung  gequetschter  Geschwulstmassen  auf  Kaninchen  und 
andere  Tiere  ein  spezifisches  Heilserum  darzustellen,  dagegen  ist  es 
nicht  möglich  gewesen,  Methoden  zu  finden,  die  ein  sicheres  Resultat 
l^arantieren.*' 

Trotzdem  über  diese  Frage  sicher  viel  gearbeitet  wurde,  ist  nur 
relativ  wenig  publiziert  worden.  So  berichtet  Glowes,  daß  Mäuse,  bei 
denen  Tumoren  spontan  zur  Resorption  gelangen,  in  ihrem  Serum 
carcinomfeindliche  Stoffe  enthalten.  Allerdings  lassen  sich  gegen  die 
Deutung  dieser  Versuche  mancherlei  Einwendungen  machen.  Ein  so  aus- 
gezeichneter Untersucher,  wie  mein  früherer  Mitarbeiter  Leonor  Micha- 
elis, der  Mäuse  mit  Carcinommaterial,  das  mit  Chloroform  abgetötet 
wurde,  behandelte,  hat  nie  eine  Andeutung  von  Immunität  erhalten. 
Die  immunisierten  Mäuse  reagierten  auf  eine  folgende  Impfung  mit 
lebenden  Krebszellen  genau  so,  wie  die  nichtbehandelten. 

Dieser  Widerstreit  der  Experimentatoren  ist  wohl  die  Hauptschuld 
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gewesen,  daß  in  weiten  Kreisen  der  Aerzte  und  des  Publikums  den 
anfänglich  hochgespannten  Hoffnungen,  welche  man  dieser  ganzen 
Richtung  entgegenbrachte,  eine  gewisse  Skepsis  gefolgt  ist.  Einen  deut- 
lichen Ausdruck  findet  diese  Entmutigung  darin,  daß  ein  so  ausge- 
zeichneter Forscher  wie  Bibbert  in  seinem  neuesten  Geschwulstwerke 
die  Serumtherapie  der  Carcinome  überhaupt  nicht  erwähnt,  sondern  auf 
Arsenik  und  ähnlich  wirkende  Stoffe  zurückgreifen  will. 

Unzweifelhaft  ist  die  Unsicherheit  der  bisherigen  Resultate  in  erster 
Linie  darauf  zurückzuführen,  daß  alle  früheren  Forscher  mit  Tumoren 
von  nicht  maximaler  Virulenz  gearbeitet  haben.  Ich  war  daher  von 
vornherein  bemüht,  nur  vollvirulentes  Material  zu  verwenden,  das  in 
90  bis  100  Proz,  der  Fälle  anging,  und  dessen  Virulenz  durch  eine 
große  Anzahl  von  Kontrollimpfungen  für  jeden  Einzelfall  bewiesen 
wurde. 

Im  Gegensatze  zu  meinen  Vorgängern,  die  chemisch  abgetötetes 
Carcinomgewebe  verwandten,  habe  ich  an  erster  Stelle  einen  anderen 
Modus  der  Immunisierung  versucht,  welcher  sich  der  Methode  der 
Impfung  mit  einem  abgeschwächten  Virus  anschließt.  Wie  schon  oben 
bemerkt  wurde,  ist  das  spontane  Carcinom  einer  Maus  gegenüber  den 
gewöhnlichen  Mäusen  ein  durchaus  unschuldiges  Agens,  indem  gewöhn- 
lich von  100  Impfungen  etwa  2  Proz.  angehen.  Wählt  man  aber  gar 
hämorrhagische  Tumoren,  die  so  häufig  vorkommen,  so  ist  die  Chance. 
daß  diese  Impfung  Carcinom  auslösen  könnte,  noch  eine  weit  geringere: 
ich  würde  sie  nicht  höher  als  Vs  Proz.  schätzen.  Wenn  man  nun  Mäuse. 
die  eine  solche  Impfung  durchgemacht  haben,  nach  einiger  Zeit  mit 
unserem  hochvirulenten  Material  nachimpft,  so  kann  man  sich  leicht 
davon  überzeugen,  daß  dieselben  in  der  überwiegenden  Anzahl  sich  als 
immun  erweisen.  Die  Zahlen  schwanken  in  einzelnen  Versuchen  von 
66—94  Proz.  (s.  Tabelle  1).  Diese  Schwankungen  können  nicht  über- 
raschen, da  die  einzelnen  Versuche  in  der  zeitlichen  Anordnung,  in  der 
Menge  des  zugeführten  Carcinombreies  variieren  und  von  manchen 
Wechselfällen  des  Experiments,  wie  Eiterungen  etc.,  abhängig  sind. 
Aber  einen  starken  immunisatorischen  Eflekt  schon  einer  einmaligen 
Injektion  habe  ich  nie  vermißt  und  zweifle  nicht  daran,  daß  durch 
eine  Wiederholung  der  Prozedur  ein  Vollresultat  leicht  und  sicher  zu 
erzielen  ist. 

Diese  Immunität  tritt  rasch,  schon  nach  7  bis  14  Tagen  ein  und 
hält  Wochen-  und  monatelang  an.  Ich  glaube,  daß  dieses  Resultat,  das 
ich  im  Laufe  von  mehr  als  einem  Jahre  immer  und  immer  wieder  konsta- 
tieren konnte,  ein  außerordentlich  erfreuliches  ist.  Einen  noch  besseren 
Erfolg  erzielt  man,  wenn  man  aus  den  Impfserien,  die  mit  virulentem 
Carcinom  erhalten  sind,  diejenigen  Mäuse,  bei  denen  die  erste  Impfung 
nicht  angegangen  ist,  nachimpft.  Man  wird  dann  stets  sehen,  daß  diese 
Tiere  auf  diese  zweite  Impfung  nur  ausnahmsweise  reagieren  (s.  Tabelle  2). 
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In  dem  Resultat  der  Nachimpfungen  unterscheiden  sich  unsere  Ver- 
suche mit  Krebsmaterial  prinzipiell  von  den  oben  schon  erwähnten 
Experimenten  von  Wilms  mit  Hühnerembryonenbrei.  Während  nämlich 
eine  einmalige  Impfung  mit  Carcinom  häufig  schon  eine  Immunität  ver- 
leiht, unter  keinen  Umständen  aber  durch  eine  zweite  Impfung  mit 
gleichvirulentem  Material  ein  besseres  Haften  des  Tumors  erzielt  wird, 
konnte  Wilms  konstatieren,  daß  mit  wiederholten  Embryonenimpfungen 
die  Chancen  des  Anwachsens  sich  jedenfalls  nicht  verringern.  Diese 
Ditferenz  erklärt  sich  offenbar  daraus,  daß  die  Rezeptoren  der  embryo- 
nalen Zellen  durchaus  identisch  sind  mit  denen  der  Zellen  des  erwachsenen 
Tieres,  dem  der  Impfbrei  injiziert  wird,  während  in  den  Carcinom- 
zellen  ein  Teil  der  Rezeptoren  eine  Veränderung  erlitten  hat,  die  die 
Möglichkeit  der  Äntikörperbildung  zuläßt  Daß  solche  Aenderungen  des 
ßezeptorenapparates  auch  sonst  vorkommen,  ergibt  sich  aus  zwei  Er- 
fahrungen der  letzten  Zeit.  Die  eine  bezieht  sich  auf  das  von  Koch 
erforschte  Küstenfieber.  Da  diese  Krankheit  durch  Transfusion  selbst 
mehrerer  Liter  eines  an  Parasiten  reichen  Blutes  auf  gesunde  Tiere 
nicht  übertragen  werden  kann,  so  suchte  Koch  durch  derartige  Trans- 
fusionen ein  Antiserum  herzustellen,  das  in  der  Tat  schon  in  kleinen 
Dosen  die  Parasiten  des  kranken  Tieres  abtötete,  aber  praktisch  des- 
wegen nicht  zu  verwenden  war,  weil  es  gleichzeitig  auch  hämolytisch 
auf  die  Blutkörperchen  des  kranken  Tieres  wirkte,  während  bei  gesunden 
Tieren  von  viel  höheren  Dosen  des  Serums  keine  Hämolyse  ausgelöst 
wurde.  Offenbar  ist  also  hier  durch  die  Krankheit  eine  Aenderung  des 
Rezeptorenapparates  der  roten  Blutkörperchen  erfolgt,  die  im  gesunden 
Organismus  zur  Bildung  von  Antikörpern  führte,  welche  nun  ihrerseits 
hämolytisch  auf  die  Blutkörperchen  des  kranken,  aber  nicht  des  gesunden 
Tieres  wirken. 

Eine  zweite  Analogie  bietet  die  in  ganz  jüngster  Zeit  von  Ober- 
mayer und  Pick  ^)  gefundene  interessante  Tatsache,  daß  mit  dem  durch 
Jodierung,  Nitrierung  oder  Diazotierung  gewonnenen  Eiweißderivaten 
Immunpräzipitine  erhalten  werden,  die  nunmehr  ohne  Rücksicht  auf 
die  Artspezifität  ausschließlich  mit  den  entsprechend  substituierten  Eiweiß- 
körpern reagieren.  Die  Einführung  einer  bestimmten  Gruppe  ruft  also 
hier  eine  Veränderung  des  Moleküls  hervor,  durch  die  die  Artspezifität 
mit  einem  Schlage  aufgehoben  wird,  während  andere  Gruppen,  die 
vorher  nicht  reaktionsfähig  waren,  eine  starke  Avidität  erlangen,  derart, 
daß  sie  nun  von  bestimmten  Gruppen  im  Organismus  spezifisch  nach 
Art  von  Antigenen  verankert  werden  können.  Solche  Vorgänge  sind 
in  der  Chemie  häufig  und  genau  studiert.  So  ist  z.  B.  im  Toluol  die 
Methylgruppe  gewöhnlich  nicht  reaktionsfähig.    Wenn  man  jedoch  durch 


1)  Verhandlungen    der   morphologisch-physiologischen  Gesellschaft   zu 
Wien,  30.  Januar  1906. 
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Nitrierung  Nitrogruppen  in  den  Benzolring  einführt,  so  wächst  mit  der 
Zahl  der  eingeführten  Nitrogruppen  die  ReaktionsfiLhigkeit  der  Methyl- 
gruppe, so  daß  sie  nunmehr  im  stände  ist,  mit  doppelt  gebundenem 
Sauerstoff,  wie  z.  B.  in  Aldehyden,  Nitrosoverbindungen  etc.  chemische 
Verbindungen  einzugehen. 

Wer  die  Literatur  der  letzten  Jahre  verfolgt  hat,  mußte  erwarten. 
daß  bei  der  Immunisierung  gegen  Carcinom  dieselbe  Spezifität  herrscht. 
wie  bei  den  Cytotoxinen,  überhaupt.  Dementsprechend  ist  auch  von 
bewährtester  Seite,  wie  z.  B.  von  Borrel,  betont  worden,  daß  im  kon- 
kreten Falle  für  einen  immunisatorischen  Heilerfolg  die  Verwendung 
einer  gleichartigen  Geschwulst,  ja  sogar  desselben  operativ  gewonnenen 
Tumors  von  entscheidender  Bedeutung  sein  dürfte.  Wenn  sich  auch 
diese  BoRRELsche  Anschauung  bei  dem  menschlichen  Carcinom  möiz- 
licherweise  als  richtig  herausstellt,  so  haben  doch  meine  Untersuchungen 
an  Mäusen  eine  sehr  viel  weitergehende  Immunisierungsmöglichkeit  er- 
geben. 

Diese  wichtige  Frage  nach  der  Spezifität  der  Carcinomimmunisieruug 
kann  nämlich  mit  wenig  Worten  dahin  beantwortet  werden,  daß  im  all- 
gemeinen eine  Vorimpfung  mit  einem  Carcinom  sowohl  gegen  alle 
anderen  Carcinom-  wie  Sarkomstämme  und  ebenso  eine  Vorimpfung 
mit  einem  Sarkom  gegen  alle  übrigen  Sarkom-  und  Carcinomstämme 
immunisiert.  Es  handelt  sich  also  hier  um  eine  aktive  Immunität,  die 
gleichmäßig  gegen  Sarkom  und  Carcinom  gerichtet  ist. 

Die  nächste  Frage  war  nun  die,  wie  sich  denn  das  Chondrom  gegen- 
über dieser  Immunitätsform  verhält.  Ich  habe  eine  größere  Reihe  von 
einschlägigen  Versuchen,  die  aber  noch  nicht  abgeschlossen  sind,  ange- 
stellt und  hierbei  doch  den  Eindruck  bekommen,  daß  bei  Tieren,  die 
eine  Carcinom-  oder  Sarkomimmunität  besitzen,  auch  das  Chondrom  in 
einem  Teil  der  Fälle  —  aber  wohlgemerkt  nur  in  einem  Teil  —  lang- 
samer oder  auch  vielleicht  gar  nicht  zum  Anwachsen  gelangt  Offenbar 
tritt  eine  ausreichende  Chondromimmunität  nur  ein,  wenn  es  gelingt, 
die  Sarko-Carcinomimmunität  ad  maximum  zu  steigern,  und  das  scheint 
nicht  ganz  leicht  zu  sein.  Ich  führe  aus  einem  hierher  gehörigen  Ver- 
such an: 

Es  wurden  am  26.  Sept.  18  Mäuse  geimpft;  5  von  ihnen  betrafen 
Mäuse,  die  zweimal  immunisiert  worden  waren;  eine  Maus  war  einmal 
mit  einem  Spontantumor  behandelt,  12  waren  normale  Tiere.  Unter 
den  letzteren  13  Mäusen  entwickelten  sich  bei  12  Tieren  Chondrome, 
und  zwar  bei  9  relativ  große  Tumoren,  bei  3  kleine  und  langsam 
wachsende  Geschwülstchen.  Nur  eine  einzige  Maus  blieb  von  Ge- 
schwulstbildung frei.  Von  den  5  vorimmunisierten  Mäusen  war  bei  der 
einen  Maus  im  Oktober  ein  kleiner  Tumor  vorhanden;  sie  starb  am 
13.  Dezember  als  Träger  einer  kleinen  Geschwulst  von  höchstens  Graupen- 
größe.   No.  1    ist  geschwulstfrei   geblieben,  während   bei  No.  3  und  4 
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sich  Ende  Januar,  also  4  Monate  nach  der  Impfung,  und  bei  No.  2 
i^ogar  erst  Mitte  März  ein  kleines  hirsekorngroßes  Knötchen  ent- 
wickelte, das  ^ur  sehr  langsam  heranwächst  und  bisher,  also  in  über 

7  Monaten,  in  keinem  Falle  Linsengröße  überschritten  hat.  Ich  glaube, 
aus  diesem  Versuch  auf  die  Erreichung  einer  effektiven  Chondrom- 
inimunität  schließen  zu  dürfen.  Sehr  wichtig  erscheint  mir  die  Tat- 
sache, daß  bei  zwei  immunisierten  Mäusen  sich  erst  nach  4  Monaten 
die  ersten  Anfinge  der  Chondrombildung  gezeigt  haben.  Am  einfachsten 
wird  man  das  so  erklären,  daß  nach  dieser  langen  Zeit  die  Immunität 
abgenommen  hatte  und  nunmehr  die  noch  vorhanden  gebliebenen  Chon- 
(Iromreste  die  Möglichkeit  hatten  auszuwachsen.  Wir  sehen  hier  ein 
weiteres  Moment  zu  Tage  treten,  welches  bei  der  Transplantation  eine 
große  Rolle  spielt,  nämlich  die  Lebenszähigkeit  der  eingeführten  Zellen. 
Das  tardive  Wachstum  zeigt,  daß  die  Chondromzellen  4 — 6  Monate  sub- 
kutan gewissermaßen  ein  vita  latens  geführt  haben  —  wie  wir  es  den 
abgesprengten  Keimen,  die  nach  Cohnheims  Theorie  dje  Grundlage 
der  Carcinose  darstellen,  zuschreiben  müssen  —  und  erst  zur  Aktivität 
gelangt  sind,  nachdem  durch  Verringerung  der  Immunität  für  sie  die 
Wachstumsmöglichkeit  gegeben  war.  Die  Lebenszähigkeit  der  Carcinom- 
zellen,  die  wir  subkutan  eingeführt  haben,  hängt  sehr  von  dem  ange- 
wandten Stamme  ab.  Bei  den  von  grauen  Mäusen  stammenden  Primär- 
tumoren und  deren  ersten  Abimpfungen  entwickeln  sich  —  natürlich 
ebenfalls  bei  grauen  Mäusen  —  kleinste  Tumoren  erst  nach  vielen  Wochen. 
Man  wird  daher  diesen  Zellen  eine  relativ  hohe  Lebenszähigkeit  zu- 
schreiben müssen.  Dagegen  sind  die  Zellen  unserer  angezüchteten 
hochvirulenten  Carcinome  relativ  fragil;  was  sich  nicht  in   den  ersten 

8  Tagen  entwickelt,  geht  gewöhnlich  in  toto  zu  Grunde  und  gibt  keinen 
Anlaß  zu  tardiver  Tumorbildung. 

Von  Interesse  ist  eine  von  uns  gemachte  Beobachtung,  daß  sich 
Tumorzellen  nach  einem  2-jährigen  Aufenthalt  im  Kältespind  bei  8  bis  12® 
unter  Null  noch  als  transplantabel  erwiesen  haben.  Allerdings  konnten  wir 
unter  60  Impfungen  dieses  überraschende  Resultat  nur  ein  einziges  Mal 
erzielen.  In  diesem  Falle  wuchs  jedoch  der  Tumor  in  2  Monaten  zu 
dem  Umfang  einer  Kirsche.  Mikroskopisch  ließ  er  neben  ausgedehnten 
Degenerationen  ein  durchaus  solides  alveoläres  Carcinom  erkennen,  das 
dem  Typus  der  Ausgangsgeschwulst  vollkommen  entsprach.  Die  Be- 
obachtung ist  um  so  bemerkenswerter,  als  die  bisher  vorliegenden  Er- 
fahrungen an  überlebenden  normalen  Geweben,  namentlich  Haut  — 
>vie  unter  anderem  aus  den  Arbeiten  von  Wentscher  und  Flörcken 
hervorgeht,  eine  höchstens  nach  Wochen  zählende  Konservierungsf&hig- 
keit  bewiesen  haben.  Ob  mit  dem  Zeitraum  von  2  Jahren  die  Grenze 
der  Zellvitalität  unter  den  von  uns  gewählten  Bedingungen  erreicht 
ist,  bleibt  um  so  mehr  eine  offene  Frage,  als  wir  bei  unseren  Ver- 
suchen, sowohl  beim  Einfrieren   als  auch  Auftauen  in  wenig  vorsieh- 
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tiger  Weise  vorgegangen  sind.  Auch  die  gewählte  Temperatur  ij^t 
durchaus  willkürlich  gewesen.  Ich  halte  es  daher  für  durchaus  mög- 
lich, daß  bei  Anwendung  bestimmter  Kautelen  und  d«r  Wahl  einer 
optimalen  Temperatur  einzelne  Zellen  noch  viele  Jahre  hindurch  zu 
konservieren  sind. 

Es  kann  kein  Zweifel  sein,  daß  die  Fälle  der  erworbenen  Immunität 
aktiver  sind  und  auf  die  Bildung  von  spezifischen  Antikörpern  zurück- 
geführt werden  müssen.  Der  Umstand,  daß  die  Antikörper  nicht,  wie 
man  das  allgemein  voraussetzen  könnte,  streng  spezifisch,  sondern  in 
gleicher  Weise  gegen  Carcinom  und  Sarkom,  partiell  wohl  auch  gegen 
Chondrom  gerichtet  sind,  kann  vielleicht  später  praktisch  von  Bedeutung 
werden  und  ist  auch  theoretisch  von  größtem  Interesse.  Im  Sinne 
der  Seitenkettentheorie  würden  wir  uns  vorstellen  können,  daß  viel- 
leicht den  verschiedenartigen  Tumorzellen  gemeinschaftliche  Gruppen 
zukämen,  die  als  solche  für  das  Zustandekommen  der  Tumorbildung 
von  größter  Wichtigkeit  sind.  Dieselben  Gruppen  würden,  je  nachdem 
sie  an  einer  Bindegewebszelle  oder  an  einer  Epithelzelle  sitzen,  zu 
Carcinom  oder  Sarkom  überleiten.  Am  leichtesten  und  einfachsten 
würde  man  sich  die  Verhältnisse  durch  die  Vorstellung  erklären  können, 
daß  diese  Tumorrezeptoren  diejenigen  sind,  die  die  Wuchsstoffe  aufzu- 
nehmen vermögen.  Gerade  die  letzten  Zeiten  haben  uns  höchst  in- 
teressante Aufschlüsse  über  die  Existenz  solcher  Wuchsstoffe  gebracht 
Eine  Anzahl  der  wichtigsten  physiologischen  Vorgänge,  namentlich  in 
der  sexuellen  Sphäre,  zu  deren  Erklärung  früher  stets  geheimnisvolle 
reflektorische  Nerveneinflüsse  herangezogen  werden  mußten,  sind  auf 
bestimmte  chemische  Substanzen  bezogen  worden,  die  einer  inneren 
Sekretion  ihre  Entstehung  verdanken.  So  führen  Shattock  und  Selig- 
mann aus,  daß  die  sekundären  Geschlechtscharaktere  von  einer  inneren 
Sekretion  der  Keimdrüse  abhängen.  Ferner  schreibt  Fränkel  in  selbst- 
ständiger  Verfolgung  BoRNscher  Ideen  auf  Grund  umfassender  experi- 
menteller Studien  dem  Corpus  luteum  eine  innere  Sekretion  zu,  die 
einerseits  der  regelmäßigen  Menstruation  vorsteht  und  andererseits  die 
ersten  Veränderungen  der  Uterusschleimhaut  verursacht,  die  das  Haften 
und  die  Einbettung  des  befruchteten  Eies  und  damit  jede  weitere  Ent- 
wickelung  erst  ermöglicht.  L.  Pick  hat  dann  weiter  für  die  Erklärung 
der  exzessiven  chorioepithelialen  Wucherung  bei  der  Blasenmole  und  beim 
bösartigen  Chorioepitheliom  auf  eine  besonders  intensive  Luteinpro- 
duktion  zurückgegriffen  und  auf  die  eigenartige  „Degeneratio  polycystica 
luternalis"  der  weiblichen  Keimstöcke  aufmerksam  gemacht.  Hier  ent- 
steht also  nach  den  L.  PiCKschen  Auffassungen  die  bösartige  Neubil- 
dung unter  der  Einwirkung  der  Internalen  Wuchsstoffe.  Von  ganz 
besonderem  Interesse  sind  die  erst  jüngst  bekannt  gewordenen  hervor- 
ragenden Untersuchungen  Starlings,  der  den  Nachweis  erbrachte,  daß 
das  nur  rudimentär  angelegte  Mammaorgan  weiblicher  Kaninchen,  das 
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bei  jungfräulichen  Tieren  nur  aus  geringen  Drüsenandeutungen  in  di- 
rekter Umgebung  der  Warze  besteht  und  keinerlei  sekundäre  Alveolen 
erkennen  läßt,  zu  einer  der  Gravidität  entsprechenden  Zunahme  ge- 
langt, wenn  man  dem  Kaninchen  subkutan  den  Preßsaft  von  Kaninchen- 
embryomen  zuführt.  Nach  15  Injektionen  in  15  Tagen  wurde  eine 
EntWickelung  der  Brustdrüse  beobachtet,  die  einer  8-tägigen  Gravidität 
entspricht  Wir  werden  uns  den  Effekt  dieser  Wuchsstoffe  so  vorzu- 
stellen haben,  daß  unter  dem  Einfluß  ihrer  Verankerung  die  Zellernährung 
eine  erhöhte  wird,  vielleicht  unter  Bildung  zahlreicherer  und  aviderer 
Xahrungsrezeptoren. 

Nachdem  wir  gesehen  haben,  daß  die  künstlich  erzeugte  aktive 
Immunität  bei  unseren  Mäuseversuchen  in  gewissem  Sinne  keine  eng- 
begrenzte ist,  sondern  einen  weitgehenden  Charakter  besitzt,  so  daß 
man  mindestens  von  einer  Pluri-,  vielleicht  auch  von  einer  Geschwulst- 
Panimmunität  sprechen  kann,  wird  die  Frage  auftauchen,  ob  denn  auch 
die  natürliche  atreptische  Immunität  der  Tiere  einen  solchen  mehr 
diffusen  Charakter  besitzt.  Die  experimentelle  Entscheidung  dieser 
Frage  ist  außerordentlich  schwer,  jedoch  glaube  ich,  daß  vielleicht  ge- 
wisse Erfahrungen  der  pathologischen  Anatomie  in  diesem  Sinne  zu 
verwerten  sind.  Bekanntlich  trifft  man,  worauf  besonders  Albreght 
immer  wieder  die  Aufmerksamkeit  gelenkt  hat,  gar  nicht  selten  in 
demselben  Organismus  Kombinationen  verschiedenartiger  Tumoren,  zu- 
meist neben  anderen  Entwickelungsanomalien.  Obwohl  derartige  Fälle 
ohne  weiteres  mit  der  Theorie  von  Cohnheim  zu  erklären  sind,  bleibt 
doch  immer  die  Frage  offen,  wie  diese  Residuen  Jahrzehnte,  20,  30, 
ja  40  Jahre  im  Organismus  lagern  können,  ohne  zur  Tumorbildung 
Anlaß  zu  geben.  In  diesem  Falle  ist  es  sehr  wahrscheinlich,  daß 
das  ziemlich  gleichzeitige  Aufgehen  aller  versprengten  Keimreste  durch 
eine  allgemeine  Ursache,  nämlich  durch  konstitutionelle  Aenderungen 
des  Organismus,  veranlaßt  ist,  die  Tumorbildung  also  in  letzter  Instanz 
auf  einer  Abschwächung  der  Avidität  des  Rezeptorenapparates  beruht. 

Ich  glaube  daher,  daß  verlagerte  Keime  zwar  eine  sehr  große 
Rolle  in  der  Geschwulstätiologie  spielen,  aber  an  und  für  sich  absolut 
Dicht  ausreichend  sind,  um  zu  Neubildungen  zu  führen,  sondern  es 
gehört  nach  meiner  Ansicht  noch  ein  zweites,  allerwichtigstes  Moment 
hierzu:  das  ist  die  Herabstimmung  des  normalen  Charakters  der 
Atrepsie.  Ich  bin  überzeugt,  daß  aberrierende  Keime  bei  dem  ko- 
lossal komplizierten  Organismus  der  fötalen  und  postfötalen  Entwicke- 
lung  außerordentlich  häufig  vorkommen,  daß  sie  aber  glücklicher- 
weise bei  der  überwiegenden  Mehrzahl  der  Menschen  vollkommen  latent 
bleiben,  dank  der  Schutzvorrichtungen  des  Organismus.  Würden  diese 
nicht  bestehen,  so  könnte  man  vermuten,  daß  Geschwülste  auf  der 
Grundlage  embryonaler  Residuen  in  einer  geradezu  ungeheuerlichen 
Frequenz  auftreten  würde. 
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In  dem  Vorstehenden  habe  ich  nur  einem  Teil  der  hier  in  Frage 
kommenden  Probleme  näherzutreten  versucht.  Die  Frage  nach  den 
letzten  Ursachen  der  Tumorgenese  habe  ich  nicht  aufklären  können. 
Besondere  Umstände,  die  mit  irgendwie  zwingender  Gewalt,  oder  auch 
nur  mit  Wahrscheinlichkeit  für  den  parasitären  Standpunkt  sprechen,  sind 
mir  nicht  begegnet,  jedoch  bin  ich  weit  entfernt,  in  dieser  Frage  eine 
definitive  Entscheidung  treffen  zu  wollen.  Jedenfalls  glaube  ich  den 
Beweis  erbracht  zu  haben,  daß  es  für  ein  praktisches  Arbeiten  voll- 
kommen ausreicht,  wenn  man  —  wie  das  zuerst  Jensen  getan  hat 
—  die  Carcinomzelle  als  solche  mit  einem  koloniebildenden  Parasiten 
analogisiert. 

Als  Hauptresultat  meiner  Arbeit  betrachte  ich  den  Nachweis,  daß 
eine  aktive  Immunität  erreichbar  ist  und  daß  sich  dieselbe  auf  eine 
Reihe  verschiedener  Geschwülste  gleichmäßig  erstreckt.  Die  Tatsache, 
daß  es  mir  schon  jetzt  gelungen  ist,  trotz  der  Verwendung  der  denkbar 
bösartigsten  Tumorgeneration  bei  meinen  Versuchen  einen  durchaus  zu- 
friedenstellenden, teilweise  sogar  glänzenden  Immunisierungseifekt  zu 
erzielen,  darf  dazu  ermutigen,  unentwegt  in  der  eingeschlagenen  Rich- 
tung weiter  fortzuschreiten.  Ich  bin  überzeugt,  daß  es  bei  Verwendung 
geeignet  abgetöteter  Materialien  und  event.  bei  wiederholter  Zuführung 
derselben  möglich  sein  wird,  jederzeit  eine  volle  Immunität  aller  Ver- 
suchstiere zu  erreichen. 

Wir  haben  also  alle  Veranlassung,  der  weiteren  Entwickelung  dieser 
immunisatorischen  Fragen  hoflfnungsvoll  entgegenzusehen.  Einige  be- 
herrschende Bollwerke  der  Festung  sind,  wenn  ich  zu  meinem  eingangs 
erwähnten  Vergleiche  zurückkehren  darf,  schon  in  unseren  Händen  und 
die  anderen  werden  hoifentlich  auch  bald  folgen,  so  daß  dann  die 
Hauptaufgabe,  die  Bekämpfung  des  menschlichen  Krebses,  mit  Aussicht 
auf  Erfolg  in  Angriff  genommen  werden  kann.  Glücklicherweise  haben 
sich  bei  uns  in  Deutschland,  in  Amerika,  England,  kurz  überall  aller- 
erste Kräfte  dieser  Aufgabe  gewidmet,  und  ich  hoffe,  daß  es  den  ver- 
einten Anstrengungen  gelingen  wird,  dieses  hohe  Ziel  zu  erreichen. 
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Anhang. 

Tabelle  I. 
Immunisierung  mit  Spontantumoren. 
Dieser  Tabelle  liegt  folgende  Versuchsanordnung  zu  Grunde:  Eine 
Anzahl  Mäuse  wurden  mit  einem  einzigen  oder  mit  einer  Mischung 
mehrerer  spontan  entstandener  avirulenter,  insbesondere  hämorrhagischer 
Tumoren,  die  erfahrungsgemäß  so  gut  wie  niemals  transplantabel  sind, 
ohne  Erfolg  geimpft,  ^'ach  einem  Zeitraum  von  9  Tagen  bis  2  Monaten 
wurden  die  Tiere  mit  vollvirulentem  Carcinom  resp.  Sarkommaterial 
nachgeimpft,  während  gleichzeitig  eine  größere  Anzahl  normaler  nicht 
vorgeimpfter  Tiere  als  Kontrolle  dienten.  Mit  einer  einzigen  Ausnahme, 
in  der  bei  der  Nachimpfung  noch  die  Hälfte  der  Tiere  Tumoren  bekam, 
schwankt  die  durch  die  Vorimpfung  erzielte  Immunität  ungefähr  zwischen 
60  und  90  Proz.,  während  die  Impfung  bei  den  Kontrolltieren  in  etwa 
70  bis  100  Proz.  positiv  verlief. 


VorimpfaDg 
mit  Stamm 

ZeitintervaU 

NachimpfuDg 
mit  Stamm 

Resultat 

KoD  trolle 

82 
82 

32  Tage 
32     ? 

11  Carcinom 
16  Sarkom 

6po«.    lOneg. 
4    ,       11     , 

10  DOS.      1  neg. 
17    ,        3    , 

10  poe.    21  neg. 

27  poe.      4  neg. 

84—87 
84—87 
84—87 
84—87 
84—87 


9  Tage 

11  Carcinom 

lp08. 

5  neg.  '.  26  poe. 

20     , 

■^  *■         11 

5    , 

10    ,    .19   , 

30     , 

*  ^         » 

1    . 

8    ,    113   , 

37     , 

^^         » 

4    , 

4    ,      15    , 

«3     , 

■^*                 7» 

3    , 

9    ,      14    , 

Ineg. 

4      m 

3  , 

0    .') 

4  « 


14  pos.    36  neg.  |  87  pos.    12  neg. 


89—94      ]     24  Tage     i    11  Carcinom    |   4  pos.    43  neg.  |   9  pos.      3  neg. 

Tabelle  II. 
Nachimpfung  von  Nullermäusen. 
Diese  Tabelle  umfaßt  folgende  Versuche:  Diejenigen  Tiere  aus 
Carcinom-  resp.  Sarkomserien,  bei  denen  die  Impfung  erfolglos  ge- 
blieben ist,  und  die  wir  als  ^NuUer"  bezeichnen,  wurden  nach  etwa 
14  Tagen  bis  37«  Monaten  mit  vollvirulentem  Carcinom-  resp.  Sarkom- 
material nachgeimpft.  Es  zeigte  sich,  daß  nur  in  ganz  vereinzelten 
Fällen  die  zweite  Impfung  bei  diesen  Tieren  ein  positives  Resultat  er- 
gibt, das  unabhängig  ist  sowohl  von  der  Natur  des  zuerst,  als  von  der 
des  nachgeimpften  Tumors.     Nur  bei   der  Vorimpfung  mit  Tumor  42 

1)  Die  ungünstigeren  Resultate  dieser  Versuchsreihe  sind  vermutlich 
auf  eine  Infektion  zurückzuführen,  die  eine  frühzeitige  Ausstoßung  der 
Impfmasse  bewirkte,  noch  ehe  genügende  Mengen  zur  Resorption  gelangt 
waren. 

Ekrllch,  Arbdten  L  7 
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sowie  in  geringerem  Grade  bei  der  mit  Tumor  54  war  das  Resultat 
etwas  ungünstiger,  obwohl  auch  hier  der  Unterschied  gegen  die  Kon- 
trollen evident  ist.  Wahrscheinlich  beruht  dies  etwas  differente  Ver- 
halten der  genannten  2  Stämme  darauf,  daß  in  ihrem  Rezeptoren- 
apparate gewisse  Unterschiede  gegenüber  dem  der  anderen  Tumorstämme 
bestehen. 


Vorimpfung  mit  Tumor  5.    Carcinom. 


Nachgeimpft  mit 
Tumor 

Zeitintervall 

Besultat 

KontroUe 

11  Carcinom 

11 

16  Sarkom 

24  Tage 
2V.  Monate 
3 

0  poB. 

4  neg. 
e   , 

4    , 

11  pos. 

18    , 

5    , 

1  n^. 
1    1» 

1    . 

2  pos. 

14  neg. 

34poB. 

3  neg. 

V 

5  Carcinom 
7  Sarkom 
7        „ 
11  Carcinom 
16  Sarkom 
16        „ 
Sarka    ,. 

orimpfung  mit  Ti 
1      Mon. 

1-2  :: 

imor  7. 
0  poa. 
i.    " 

9.  " 
0  „ 

Sarkom. 

6  neg.    16  po«. 

5  „    1  13    ., 
12    „       12   „ 

6  „       18   „ 

5  „       19    „ 

6  „         5    „ 
4    „        9    „ 

2n^. 

l: 

1  „ 

5    „ 

2   p08. 

44  neg. 

92  pos. 

21  n^. 

Vor 

5  Carcinom 

7 

7  Sarkom 
11  Carcinom 
11        „ 
11        . 
16  Sarkom 
Sarka    „ 

impfung  mit  Tun 
1»/,— 2  Mon. 

1                        V 

70  Tage 
1-3  Mon. 

1            n 
1            ,, 
3         „ 
1            ,. 

lor  11. 
0  pos. 

1:: 

0   „ 

'0: 
0  „ 
0  „ 

Carcii 

6  neg. 
^    >i 
4    „ 
35    „ 

2  „ 

6    " 

3  „ 

lom. 

16poe. 

6    „ 
13    „ 
13    „ 

5   „ 
18    „ 

5    „ 

5    ,. 

Sipos. 

2n%. 

2  „ 

3  „ 
3    „ 
3    „ 

1     n 

i: 

3  pos. 

65  neg. 

18  neg. 

Vc 

5  Carcinom 

7  Sarkom 
11  Carcinom 
16  Sarkom 
16        „ 
16        „ 
16        „ 

orimpfung  mit  Tu 

3  Wochen 

3— 31/2  Monate 

2-3  Wochen 

17  T^e 

19  Tage  bis  2  Monate 

3  Wochen 

2  Monate 

mor  16 

0  poB. 

i    " 
0    „ 

0    „ 

0    „ 

?    " 

■*■         IT 

2  p08. 

.    Sark 

6  neg. 
13    „ 

6  „ 

7  " 

6 :; 

5    „ 
47  neg. 

om. 

16  pos. 
13   „ 

18  „ 

17  „ 
12   „ 

5   „ 

19  „ 

2  neg. 

3  „ 

0  „ 

1  „ 
9  ., 

100  pos. 

19  n^. 

Vor 

5  Carcinom 

11 

16  Sarkom 

impfung  mit  Tun 

1-lV,  Mon. 

IV,      „ 
IV,      „ 

lor  18. 

0  pos. 

^    » 
0    ,. 

Carcir 
6  n^. 

lom. 
16  pos. 

2  neg. 
1    i> 
1    „ 

0  pos. 

18  u%. 

39  pos. 

4  neg. 
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Vorimpfung  mit  Tumor  42.    Carcinom. 

Nachgeimpft  mit 
Tumor 

Zeitintervall 

Beeultat 

Kontrolle 

5  Carcinom 

7 

11 

11 

11 

16  Sarkom 
Sarka    „ 

2V,  Mon. 
1           »1 

1 

2'/,      „ 
25  Tage 
2'/,  Mon. 
1 

4  DOS.     2  nee. 
1    „       2    „ 

A  "     !  •• 

0    „    .  6    „ 

0  „        4    „ 
4     yi         •*     }i 

1  ..       2    ., 

16poe. 

6   ,. 

5  „ 
18  „ 
11    .. 

5    „ 

5    „ 

2neg. 

2  „ 

3  „ 
1    „ 
1    ., 

l: 

11  poe.  21  n^.    66poe.   13  n^. 


5  Carcinom 

7  ., 
11  , 
Jl  .. 
11 

16  Sarkom 
8«irka    „ 


pfung  mit  Tumor  54. 

Carcinom. 

2  Monate     . 

Up08. 

6  neg. 

16  poe. 

2  neg. 

1        ,. 

^        f> 

2    „ 

6   „ 

2    „ 

26  Tage 

^        M 

3    „ 

11    „ 

1    ,. 

1        Mon. 

■*■        >» 

2    „ 

5   ., 

3    „ 

2'/.       „ 

^        «> 

5    „ 

18   „ 

1    ,. 

2V,       « 

^        »» 

4    „ 

5   ,. 

1    ,. 

1 

•*         •» 

2    „ 

5    „ 

3   „ 

7  poe. 

24  n^. 

66  poe. 

13  n^. 

Tabelle  III. 
Iramunisierung  durch  mehrfache  Vorimpfungen. 


.    ^ 

a 

J5 

C 

1 

c 

1 

u 

Schluß- 

Kontrollen 

i    1 

:S^ 

: 

1 

•5 

•S 

S 

resultat 

der  zweiten 
Impfung 

der  dritten 
Impfung 

der  vierten   \°£ 
Impfung    ■:2  B 

Tage 

N3 

Tage 

Tage 

> 

Tage 

b< 

|.§« 

87   30 

1 « 

26 

Opoe.  8  neg. 

13pos. 

3n««. 

94   24 

16 

1    ,.  42   ., 

9  .. 

3  ,. 

b'T   63 

29 

26 

|o  „    «  „ 

14   ., 

^      >» 

13po8.  3  neg. 

S7   20 

72 

26 

1    -,     7   „ 

19   „ 

^      1» 

lO      „        ^      ti 

1 

87   37 

55 

26 

'O   „     5   „ 

14   „ 

^      l> 

*»*    »»      »^    11 

87     9 

S5 

26 

li 

'0   „     1    „ 

23   „ 

^      tJ 

13   „     3   „ 

00 

81  m 

79 

17 

0   „     1    „ 

10   „ 

•*       »1 

10   „     1    „ 

s 

'  ■£ 

79 

17 

0  „     3   „ 

10   „ 

■'■       >» 

10  „     1   „ 

> 

19 

79 

17 

0   „     3   „ 

10   „ 

*■      >l 

10  „     1    „ 

s 

U 

11 

79 

17 

0   .,     1   „ 

10  ,. 

■*•      tt 

10   „     1    „ 

l 

'      33 

79 

22 

26 

11   0   „     2   „ 

10  „ 

•*■      1» 

10   „     1    „ 

13poB.  3neg. 

►      24 

78 

22 

26 

0   „     1    „ 

10  „ 

■^      11 

10  „     1   „ 

13   „     1    „ 

o 

[      25 

78 

22 

26 

«   ..     2   „ 

10  „ 

■*■      >l 

10  „     1   „ 

13   „     1    „    ' 

1      25 

78 

22 

26 

0   „     3   „ 

10  „ 

A      }| 

10  „     1    „ 

13   „     1    „   . 

•      24 

78 

22 

26 

0  „     2  „ 

10  „ 

''      »1 

10  „     1   „ 

13   „     1   „   ' 

Sumi 

ne 

2  poe.  93  neg. 

114  ] 

XÄitiv      '      S 

>1  negativ') 

^ 

1)  Diese  Gesamtsumme  der  Kontrollen  ergibt  sich  nicht  aus  einer 
einfachen  Addition  der  einzeln  in  den  Tabellen  angeführten  Zahlen,  da, 
wie  die  Tabelle  zeigt,  vielfach  zu  verschiedenen  Vorimpfungen  dieselben 
Kontrollen  gehören. 

7* 
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Die  Versuche  wurden  derartig  angestellt,  daß  Tiere,  die  entweder 
mit  einem  avirulenten  Spontantumor  (78 — 81,  82,  84—87,  89 — ^94),  oder 
mit  einem  virulenten  Tumor  aus  Impfserien  (5,  11,  42,  54,  67)  ver- 
geblich vorgeimpft  waren,  mehrmals,  bis  zu  vier  Malen,  mit  einem 
vollvirulenten  Material  nachgeimpft  wurden.  Auf  diese  Weise  wird  die 
Immunität  so  gesteigert,  daß,  wie  die  Tabelle  ergibt,  die  letzte  Impfung 
nur  bei  2  von  95  Tieren  anging,  während  die  Kontrollimpfungen  114mal 
positiv  und  nur  21mal  negativ  verliefen.  Dabei  ist  jedoch  zu  berück- 
sichtigen, daß  das  eine  der  beiden  nicht  immunen  Tiere  streng  ge- 
nommen nicht  in  die  Tabelle  gehört,  da  hier  von  Anfang  an  keine 
Immunität  erzielt  wurde,  vielmehr  aus  jeder  der  5  Impfungen  sich 
ein  Tumor  entwickelte,  der  stets  das  gleiche  histologische  Bild  des 
Stammes  11  aufwies.  Das  Wachstum  dieser  Tumoren  war  jedoch 
ein  so  geringes,  daß  die  neugebildeten  Knoten  erst  nach  der  letzten 
Impfung  manifest  geworden  sind  und  daher  früher  übersehen  worden 
waren. 


Tabelle  IV. 
Doppelimpfungen. 
Die  Tabelle  gibt  eine  Uebersicht  über  die  sekundären  Impfungen 
an  Tieren,  die  bereits  mit  Erfolg  vorgeimpft  waren,  und  zwar  sind  die 
Endresultate  sowohl  der  ersten  wie  der  zweiten  Impfung  verzeichnet« 
Wir  gingen  hierbei  stets  so  vor,  daß  die  erste  Impfung  auf  der  rechten 
Körperseite  gemacht  wurde.  Hatte  der  Tumor  eine  bestimmte  Größe 
erreicht,  so  wurden  die  Tiere  nach  6  Tagen  bis  3  Monaten  mit  dem- 
selben oder  einem  anderen  Geschwulststamm  auf  der  linken  Seite  nach- 
geimpft. In  der  Mehrzahl  der  Fälle  verlief  diese  zweite  Impfung  voll- 
kommen negativ  ^).    Zuweilen  hielt  sich  die  Tumorentwickelung  in  sehr 

A.  Alle  Nachimpfungen  auf  der  linken  Seite  geschahen  mit 
Tumor  11  (Carcinom). 


1.  Vorimpfung  rechts  mit 

Tumor  5  vor  47  u.  91  Tagen 

(Carcinom) 

Hechts  Links 


2.  VorimpfuDg  rechts  mit 

Tumor  11  vor  30  Tagen 

(Carcinom) 

Bechts  Links 


3.  Vorimpfung  rechts  mit 
Tumor  7  vor  9  Tagen 

(Carcinom) 
Rechts       I       Links 


1.  Mitteltumor 

2.  Großtumor 
3. 

4.  Mitteltumor 


Kleintumor 

0 
Kleintumor 

0 


1.  Großtumor 

2. 

3. 

4. 

5. 
6. 


Mitteltumor 
0 
0 
0 
ü 
0 


1. 


0 


2.  0 

3.  Kleintumor 

4.  Großtumor 

5.  Mitteltumor 

6.  Kleintumor 


0 
0 
0 
0 
0 
0 


Kontrollen:  11  Großtumoren,  1  negativ. 


1)  Diese  Resultate  beziehen  sich  nur  auf  schnell  wachsende  Tumoren, 
da  bei  langsam  wachsenden  relativ  häufig  auch  ein  positiver  Erfolg  der 
zweiten  Impfung  zu  konstatieren  ist^  Letzteres  gilt  besonders  von  unserem 
sich  anfangs  in  sehr  langsamem  Tempo  entwickelnden  Chondrom. 
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B.    Alle  Nachimpfungen  auf  der  linken  Seite  geschahen  mit 
Tumor  7  (Carcinom). 


1.  Vorimpfung  rechts  mit 

Tumor  67  vor  13  Tagen 

(Carcinom) 

Rechts              Links 

2.  Vorimpfung  rechts  mit 
Tumor  7  vor  8  Tagen 

(Carcinom) 
Bechts                Links 

1.  Großtumor             0 

2.  Mitteltumor  1           0 

3.  ,,         !  Kleintumor 

4.  Eldntumor             0 

5.  Grofitumor             0 

6.  „          ,           0 

1.  0 

2.  Mitteltumor 

3.  Grofitumor 
4 

5. 

6.  Mitteltumor 

0 

fastO 

fast  0 

Kleintumor 

»t 

0 

Kontrollen:  28  Grofltumoren,  0  negativ. 

»n  auf  der  linken  8 
imor  7  (Carcinom). 


Alle  Nachimpfungen  auf  der  linken  Seite  geschahen  mit 
Tur        -  —        • 


1.  Vorimpfung  rechts  mit 
Tumor  7  vor  6  Tagen 

2.  Vorimpfung  rechts  mit 

Tumor  16  vor  ö  Tagen 

(Carcinom) 

(Sark 

om) 

Rechts              Links 

Rechte 

Links 

1 
1.  Großtumor             0 

1.  Kleintumor 

0 

2.           0                    0 

2. 

0 

3.  Großtumor 

Kleintumor 

3.          l 

0 

4. 

0 

4  Mitteltnmor 

0 

5.          „                     0 

5.  Kleintumor 

0 

6.          0 

0 

6.           0 

0 

7.          0 

0 

8.  Großtumor             0 

9. 

0 

Kontrollen:  18  Großtumoren,  1  negativ. 

£>.    Alle  Nachimpfungen  auf  der  linken  Seite  geschahen  mit 
Tumor  16  (Sarkom). 


1.  Vorimpfuni 
Tumor  7  vo 
(Carcii 
Rechte 

g^  rechte  mit 
r  6  Tagen 
som) 
links 

2.  Vorimpfun 
Tumor  16  v 
(Sark 
Rechte 

;  rechte  mit 
OT  6  Tagen 
om) 

Links 

1.  0 

2.  0 

3.  Großtumor 

4.  Mitteltumor 

5.  Großtnmor 

1  ' 

Großtumor 
0 

0 
0 
0 
fast  0 
0 
Kleintumor 

^to 

1.  Großtumor 
2. 

3.  Kleintumor 

4.  0 

5.  Mitteltumor 

0 
ü 
0 
0 
Mitteltumor 

Kontrollen:  11  Großtumoren,  0  negatW. 

engen  Grenzen,  und  nur  ein  einziges  Mal  beobachteten  wir  einen  Groß- 
tumor, dessen  Entwickelung  jedoch  unzweifelhaft  darauf  beruhte,  daß 
die  erste  Geschwulst,  wie  auch  sonst  vielfach  beobachtet  wird,  sich 
spontan  zurückgebildet  hat.  Eine  derartige  spontane  Rückbildung  ist 
schon  von  Jensen  beschrieben  und  von  Clowes  in  15—20  Proz.  der 
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Fälle  beobachtet  worden.  Diese  in  mehreren  FSilen  beobachtete  Spon- 
tanheilung schon  angegangener  Tumoren  braucht  durchaus  nicht  einem 
Einfluß  der  zweiten  Impfung  zugeschrieben  zu  werden.  Eine  irgendwie 
deutliche  Abhängigkeit  der  Impfresultate  von  der  Natur  der  vor-  und 
nachgeimpften  Tumoren  haben  wir  in  keiner  Weise  konstatieren  können. 
Dies  wtb*de  darauf  hindeuten,  daß  der  Rezeptorenapparat  der  Carcinoma 
und  Sarkomzellen  in  Bezug  auf  die  Mehrheit  der  offenbar  hochorgani- 
sierten, dem  Tumorwachstum  dienenden  Nährsubstanzen  eine  weitge- 
hende Uebereinstimmung  zeigt,  so  daß  also  ein  üppiges  Sarkomwachs- 
tum auch  fQr  eine  spätere  Carcinomimpfung  erschöpfend  wirkt 

Tabelle  V. 
Aktive  Immunisierung  von  Ratten. 
Diese  Tafel  veranschaulicht  die  Tatsache,  daß  Ratten,  die  mit  einem 
Tumor  vorgeimpft  waren,  nach  spontaner  Resorption  dieses  Tumors  fast 
stets  gegen  eine  zweite  Tumorimpfung  immun  geworden  sind.  Bei 
den  als  Kontrollen  dienenden  nicht  vorgeimpften  Ratten,  sowie  bei 
normalen  Mäusen  ging  der  Tumor  dagegen  in  der  üblichen  Weise  an, 
wie  durch  die  mikroskopische  Untersuchung  bestätigt  wurde.  Die  Nach- 
impfung erfolgte  35  Tage  nach  der  ersten  Impfung. 

Nachimpfung  mit  Tumor  Mischka  (Sarkom). 


6  Ratten  TO]v;eimpft 
mit  Tumor  7  (Sflirkom) 


Kontrollen 
6  normale  Ratten  6  normale  Mfiuse 


0  poe.        6  neg.       6  poe.      0  neg.     6  poe.      0  neg. 
Nachimpfung  mit  Tumor  16  (Sarkom). 


6  Ratten  yo]v;eimpft 
mit  Tumor  7  (Seirkom) 


1  poB.        5  neg. 


Kontrollen 
6  normale  Ratten  6  normale  Mäuse 


5  po6.       1  neg. 


5  poe.       1  neg. 
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'ie  weitverbreitete  Anwendung,  weiche  das  Diphtherielieilserum 
bald  nach  der  Entdeckung  der  Antitoxine  durch  von  Behring  (1,  2) 
erfuhr,  ließ  es  wünschenswert  erscheinen,  staatlicherseits  für  die  Her- 
stellung absolut  unschädlicher  und  vollwertiger  Serumpräparate  Sorge 
zu  tragen,  einmal  um  das  Publikum  gegen  den  Vertrieb  minderwertiger 
und  fehlerhaft  zubereiteter  Sera  zu  schützen  und  andererseits,  um  für 
die  richtige  Beurteilung  der  neuen  Heilmethode  durch  Verwendung 
zweifellos  guter  Sera  von  feststehendem  Werte  eine  sichere  Grundlage 
zu  schaflfen.  Dieser  Zweck  konnte  auf  zwei  Wegen  erreicht  werden, 
entweder  durch  die  Verstaatlichung  der  Serumfabrikation  überhaupt 
oder  aber  durch  die  Einführung  einer  staatlichen  Serumkontrolle  der 
für  den  Handel  bestimmten  Serumproben.  Nachdem  sich  eine  zur 
Entscheidung  dieser  Frage  im  Kais.  Gesundheitsamte  zusammenberufene 
Konferenz  von  Sachverständigen  für  den  letzteren  Weg  entschieden  hatte, 
wurde  dieser  gewählt  und  zugleich  durch  Kaiserliche  Verordnung  vom 
31.  Dezember  1894  das  Diphtherieserum  dem  freien  Verkehr  entzogen 
und  in  die  Reihe  derjenigen  Arzneistoffe  aufgenommen,  welche  nach 
§  2  der  Verordnung  vom  27.  Januar  1890  betreffend  den  Verkehr  mit 
Arzneimitteln,  nicht  außerhalb  der  Apotheken  feilgehalten  und  verkauft 
werden  dürfen. 

Mit  der  Vornahme  der  staatlichen  Prüfung  des  Diphtherieserums 
wurde  das  unter  der  Leitung  des  Geh.  Med.-Rats  Prof.  Dr.  Robert 
Koch  stehende  Institut  für  Infektionskrankheiten  in  Berlin  betraut  und 
zu  diesem  Zwecke  an  dem  genannten  Institut  eine  besondere  „Kontroll- 
station  für  Diphtherieheilsera**  errichtet. 

Diese  Kontrollstation  begann  ihre  Tätigkeit  am  20.  Februar  1895 
und  wurde  im  Juni  1896  nach  iV^-jährigem  Bestehen  zu  einem  selb- 
ständigen Institut,  dem  „Institut  für  Serumforschung  und 
Serumprüfung''  erweitert,  zu  dessen  Leiter  Prof.  Dr.  P.  Ehrlich 
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berufen  wurde.  Das  neue  Institut  wurde  ara  1.  April  1896  in  Steglitz 
eröffnet,  ohne  indes  lange  bestehen  zu  bleiben.  Die  durch  die  Fort- 
schritte auf  dem  Gebiete  der  Immunität  bedingte  Erweiterung  der 
Aufgaben  des  Instituts  machten  bald  auch  eine  räumliche  Vergrößerung 
der  damals  noch  in  Mietshäusern  untergebrachten  Anstalt  dringend 
notwendig  und  führten  so  zur  Errichtung  des  „Instituts  für  ex- 
perimentelle Therapie^  in  Frankfurt  a.  M.  Dieses  letztere  wurde 
im  November  1899  in  feierlicher  Weise  und  in  Gegenwart  von  Ver- 
tretern der  Staats-  und  städtischen  Behörden,  sowie  der  benachbarten 
Universitäten  Marburg  und  Gießen,  von  dem  Herrn  Kultusminister 
seiner  Bestimmung  übergeben. 

Die  dem  neuen  Institut  gestellten  Aufgaben  waren  teils  praktischer, 
teils  rein  wissenschaftlicher  Natur.  In  ersterer  Hinsicht  erstreckten 
sich  dieselben: 

1)  auf  die  amtliche  Prüfung  aller  der  staatlichen  Kontrolle  unter- 
stellten Heilpräparate  (deren  Zahl  sich  inzwischen  wesentlich  vergrößert 
hatte)  und 

2)  auf  die  hygienisch-bakteriologischen  Arbeiten,  welche  für  die 
öffentliche  Hygiene  der  Stadt,  sowie  für  die  Krankenhäuser  und  die 
Aerzte  in  Frankfurt  a.  M.  notwendig  waren. 

Nach  der  anderen  —  rein  wissenschaftlichen  Seite  hin  —  war 
dem  Institut 

3)  die  Aufgabe  zu  teil  geworden,  für  den  Ausbau  der  Immunitäts- 
lehre und  speziell  der  Serumforschung  Sorge  zu  tragen.  Diesen  Auf- 
gaben entsprechend  wurden  im  Institut  drei  Abteilungen  eingerichtet:  eine 
prüfungstechnische,  eine  bakteriologisch-hygienische  und  eine  theoretisch- 
wissenschaftliche.  Außerdem  ist  im  Jahre  1902  noch  eine  spezielle 
Abteilung  für  Krebsforschung  (mit  Hilfe  von  privater  Seite  gestifteter 
Mittel)  an  dem  Institut  errichtet  worden. 

Bei  der  Wertbestimmung  der  Heilsera  sind  nun  im  Laufe  der  Jahre 
eine  große  Reihe  z.  Teil  rein  praktischer  Erfahrungen  gesammelt  worden, 
welche  zur  Ausarbeitung  ganz  bestimmter  technischer  Maßnahmen  bei 
den  amtlichen  Serumprüfungen  geführt  haben.  Da  bisher  eine  zu- 
sammenhängende Darstellung  der  auf  diesen  Erfahrungen  begründeten 
offiziellen  Prüfungsmethoden  für  die  verschiedenen  Sera  und  Präparate 
nirgends  erfolgt  ist,  andererseits  aber  eine  solche  von  Fachgenossen 
und  Interessenten  mehrfach  dringend  gewünscht  wurde,  so  will  ich, 
einer  Aufforderung  meines  hochverehrten  Chefs,  des  Herrn  Geheimrats 
Ehrlich,  nachkommend,  im  folgenden  eine  kurze  Zusammenstellung 
unserer  prüfungstechnischen  Maßnahmen  geben. 

Alle  hier  beschriebenen  Prüfungsmethoden  sind  in  erster  Linie  das 
Resultat  der  langjährigen  Erfahriingen  Ehrlichs  selbst  und  der 
Untersuchungen,  welche  von  ihm  und  seinen  Mitarbeitern,  speziell 
den   früheren   Leitern    der    prüfungstechnischen   Abteilung,    Geheirarat 
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Prof.  Dr.  DÖNiTZ  und  Stabsarzt  Prof.  Dr.  Marx  vorgenommen  worden 

sind. 

A,  Die  y^staatUch  geprilften"  PrSparate. 

Wie  bereits  erwähnt,  war  das  erste  Präparat,  welches  der  staat- 
lichen Kontrolle  unterstellt  wurde,  und  das  überhaupt  die  Veranlassung 
zur  Einrichtung  einer  staatlichen  Serumkontrolle  gab,  das  Diphtherie- 
heilserum. Nachdem  dieses  Serum  durch  Kaiserliche  Verordnung 
vom  31.  Dezember  1894  dem  freien  Verkehr  entzogen  war,  wurde  der 
Vertrieb  des  Serums  durch  Ministerialerlaß  vom  25.  Februar  1895  ge- 
regelt. In  diesem  Erlasse  wurden  über  die  ordnungsmäßige  Aufbe- 
wahrung, die  Beschaffenheit  der  abzugebenden  Sera  und  die  event. 
Einziehung  nicht  einwandfreier  Präparate  genaue  Bestimmungen  ge- 
troffen. Auch  wurde  angeordnet,  daß  das  Diphtherieserum  nur  gegen 
ärztliches  Rezept  abgegeben  werden  dürfe,  und  zwar  vom  1.  April  1896 
ab  nur  noch  in  Fläschchen,  welche  mit  dem  amtlichen  Prüfungszeichen 
versehen  waren  (43). 

Für  die  Beurteilang  der  Brauchbarkeit  einer  Serumprobe  wurde  den 
Apothekern  durch  die  Aufnahme  des  Serums  in  die  Pharmakopoe  ein 
bestimmter  Anhalt  gegeben.  In  der  4.  Ausgabe  des  Arzneibuches  für  das 
Deutsche  Reich  heißt  es  auf  Seite  328: 

„Serum  antidiphthericum  —  Diphtherieheilserum.  Blut- 
serum von  Pferden,  die  gegen  das  Diphtheriegift  immunisiert  sind.  Es 
wird  von  den  dazu  berechtigten  Fabrikationsstätten  in  den  Handel  ge- 
bracht, nachdem  es  durch  das  Königlich  preußische  Institut  für  experi- 
mentelle Therapie  zu  Frankfurt  a.  M.  auf  seinen  Gehalt  an  Immunisierungs- 
einheiten (=  I.E.),  auf  Keimfreiheit  und  Qehalt  an  Konservierungsmitteln 
iPhenol  oder  Trikresol)  geprüft  und  zum  Verkauf  zugelassen  worden  ist. 
Ea  wird  in  flüssiger  und  fester  Form  in  den  Handel  gebracht. 
Flüssiges  und  festes  Diphtherieheilserum  werden  nur  in  Fläschchen  ab- 
gege>>eD,  deren  Verschluß  staatlich  plombiert  ist  und  welche  in  einer  Auf- 
sei- it  Angaben  über  die  Fabrikat ionsstätte,  den  Antitoxingehalt  eines 
Kubikcentimeters  und  den  des  ganzen  Inhaltes  des  Fläschchens,  «die  Kon- 
trollDummer  und  den  Tag^)  der  amtlichen  Kontrolle  enthalten.  Diese 
Fläschchen  befinden  sich  in  lichtdichter  Verpackung,  welche  dieselben 
Aogaben  enthält  Die  Plomben  tragen  auf  der  einen  Seite  einen  Adler 
oder  einen  Löwen;  die  andere  Seite  gibt  die  Zahl  der  im  Gesamtinhalt 
vorhandenen  IJE.  an. 

Das  flüssige  Diphtherieheilserum  stellt  eine  gelbliche,  klare,  höchstens 
einen  geringen  Bodensatz  enthaltende  Flüssigkeit  dar,    welche  den  Geruch 
des  Konservierungsmittels  besitzt.    Es  wird  in  Fläschchen  von  verschiedener 
Form  und  Farbe  abgegeben,  deren  Inhalt  dem  Werte  von  100  bis  3000  I.E. 
entspricht.     Die  am  meisten  gebräuchlichen  Abfüllungen  sind; 
No.  0     =     200  I.E. 
No.  I     =     600  IE.  (resp.  500  I.E.). 
No.  II    =  1000  I.E. 
No.  III  =  1500  I.E. 


1)  Die  Angabe  des  Tages  der  amtlichen  Kontrolle  darf  laut  Ministerial- 
erlaß vom  18.  Dez.  1904  in  Zukunft  wegfallen. 
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Diphtherieheilsernm,  welches  mehr  ala  300  I.E.  in  1  ccm  enthält,  gilt 
als  hochwertiges^)  Semm. 

Das  feste  Diphtherieheilseram  ist  getrocknetes,  hochwertiges  Diphtherie- 
heilsemm,  welches  in  1  g  mindestens  5000  LE.  enthält  und  keinerlei  aoti- 
septisohe  oder  sonstige  differente  Zusätze  erhalten  hat  Es  stellt  gelbe, 
durchsichtige  Blättchen  oder  ein  gelblich-weißes  Pulver  dar,  welches  sich 
mit  10  Teilen  Wasser  zu  einer  in  Farbe  und  Aussehen  dem  flüssigen 
Diphtherieheilserum  entsprechenden  Flüssigkeit  löst.  Es  ist  in  Einzeldosen 
von  je  250  und  1000  LE.  in  weißen  Glasstöpselfläschchen  von  2  oder  6  ccm 
Inhalt  abzugeben.  Die  Lösung  soll  mittels  sterilisierten  Wassers  von 
1  Ccm  auf  je  250  I.E.  in  dem  Originalfläschchen  jedesmal  frisch  bereitet 
werden;  sie  soll  bis  auf  kleine  Eiweißflöckchen  klar  sein  und  in  den 
Originalfläschchen  abgegeben  werden. 

Serum  mit  starker  bleibender  Trübung  oder  stärkerem  Bodensatze  so- 
wie Serum  einer  bestimmten  Kontrollnummer,  dessen  Einziehung  verfugt 
wurde,  darf  in  den  Apotheken  nicht  abgegeben  werden. 

An  einem  kühlen  Ort  und  vor  Licht  beschützt  anfza- 
bewahren.^' 

Das  Diphtherieserum  wird  zur  Zeit  von  folgenden  Fabriken  her- 
gestellt und  in  den  Handel  gebracht: 

1)  von  der  Chemischen  Fabrik  auf  Aktien,  vorm.  E.  Schering, 
Berlin ; 

2)  von  den  Farbwerken,  vorm.  Meister,  Lucius  &  Brüning,  Höchst  a.M.; 

3)  von  der  chemischen  Fabrik  E.  Merck,  Darmstadt; 

4)  von  dem  Serum-Laboratorium  Ruete-Enocb,  Hamburg. 

Ein  Jahr  nach  der  Einführung  der  staatlichen  Kontrolle  für  das 
Diphtherieheilserum  wurde  auch  das  Tetanusantitoxin,  mit  dessen 
Herstellung  sich  in  Deutschland  zur  Zeit  die  Höchster  Farbwerke  und 
das  Behringwerk  in  Marburg  befassen,  zur  staatlichen  Prüfung  zuge- 
lassen. Die  endgültige  Festsetzung  der  ämtlichen  Prüfungsvorschrift 
erfolgte  durch  Erlaß  vom  2.  Februar  1903.  Bezüglich  der  Abgabe  in  den 
Apotheken  dürfte  das  Tetanusserum  demnächst  dem  Diphtherieserum 
gleichgestellt  werden,  nachdem  seit  einiger  Zeit  Verhandlungen  ein- 
geleitet sind,  welche  für  den  Vertrieb  des  Tetanusantitoxins  die  gleichen 
Bestimmungen  festlegen  sollen,  wie  sie  für  das  Diphtherieheilserum 
bereits  bestehen,  speziell  was  die  Abgabe  des^  Mittels  in  den  Apo- 
theken, die  Verpackung  und  die  Zurücknahme  abgeschwächter  Sera 
betrifft.  In  die  Pharmakopoe  ist  das  Tetanusserum  bisher  noch  nicht 
aufgenommen. 

Zu  diesen  beiden  amtlichen  Prüfungen  kam  1899  die  des  Rot- 
laufserums  und  des  KocHschen  Tuberkulins. 

Staatlich    geprüftes    Rotlaufserum    liefern   zur   Zeit  die   Höchster 


1)  Laut  Ministerialerlaß  vom  13.  Aug.  1904  müssen  alle  Sera  min- 
destens 350fach  sein;  als  hochwertig  bezeichnet  man  nunmehr  in  der 
Prüfungstechnik  nur  noch  Sera,  welche  mindestens  500  und  mehr  LE.  in 
Iccm  enthalten. 
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Farbwerke  („Süsser in''),  das  Serum-Laboratorium  Ruete-Enoch,  Ham- 
burg, das  Seruminstitut  Heilsberg  (Ostpreußen)  und  das  Pharmazeutische 
Institut  Ludwig  Wilhelm  Gans,  Frankfurt  a.  M. 

Das  Tuberkulin  wird  von  den  Höchster  Farbwerken,  dem  Serum- 
Laboratorium  Ruete-Enoch-Hamburg,  dem  Marburger  Behringwerk  und 
der  Fabrik  E.  Merck-Darmstadt  in  den  Handel  gebracht.  Es  darf  nach 
der  Kaiserlichen  Verordnung  vom  22.  Oktober  1901  nur  in  den  Apo- 
theken abgegeben  werden;  der  Vertrieb  des  Tuberkulins  ist  durch 
Ministerialerlaß  vom  24.  März  1902  geregelt  und  darf  dasselbe  seit 
dem  1.  Juni  1902  nur  in  amtlich  plombierten  Fläschchen  abgegeben 
werden. 

In  dem  Arzneibuch  für  das  Deutsche  Reich  —  4.  Ausgabe,  S.  396  — 
heiGt  es  über  dieses  Präparat:  ,,Tuberculinum  Kochi  —  Tuber- 
kulin. Klare,  braune,  eigentümlich  aromatisch  riechende  Flüssigkeit, 
welche  nach  den  Angaben  von  R.  Koch  aus  glyzerinhaltigen  Fleisch- 
brühe-Kulturen der  Tuberkelbazillen  durch  Eindampfen  auf  ein  Zehntel 
und  darauffolgendes  Filtrieren  gewonnen  wird.  Tuberkulin  ist  leicht  mit 
Wasser  mischbar  und  enthält  neben  dem  wirksamen  Stoff  in  100  Teilen 
etwa  40  Teile  Glyzerin,  sowie  Bestandteile  der  Fleischbrühe.  Ein  Anti- 
septikum wird  dem  Tuberkulin  nicht  zugesetzt. 

Tuberkulin  unterliegt  der  staatlichen  Aufsicht,  welche  sich  auf  seinen 
gleichbleibenden  Oehalt  an  spezifischem  Toxin  bezieht,  und  wird  in  amtlich 
plombierten  Fläschchen  geliefert. 

Tuberkulin  soll  nur  in  unverdünntem  Zustande  aufbewahrt  werden. 
Die  vom  Arzte  verordneten  Verdünnungen  sind  jedesmal  frisch  herzustellen 
und  mit  sterilisiertem  Wasser  oder  besser  mit  Karbolsäurelösung  (0,5  :  100) 
anzufertigen. 

An  einem  kühlen  Orte  und  vor  Licht  geschützt  aufzu- 
bewahren." 

För  die  genannten  4  Präparate  ist  die  staatliche  Prüfung  eine 
^definitive  und  obligatorische". 

Diesen  definitiven  Prüfungen  ist  im  Jahre  1906  noch  die  des  von 
den  Höchster  Farbwerken  hergestellten  Rinderimpfstoflfes  „Tau ru man" 
angegliedert  worden. 

In  den  letzten  Jahren  sind  nun  außerdem  noch  verschiedene  Serum- 
präparate zur  staatlichen  Prüfung  zugelassen,  ohne  daß  dieselbe  für 
sie  „obligatorisch  und  definitiv"  gemacht  wurde.  Es  handelt  sich  hier 
um  eine  größere  Reihe  von  Seris,  deren  theoretisch  angenommene 
Wirksamkeit  bisher  noch  nicht  mit  der  gleichen  Sicherheit,  wie  bei 
den  erstgenannten  Präparaten,  erwiesen  ist,  oder  doch  erst  noch  in 
der  Praxis  erprobt  werden  soll.  Aus  diesem  Grunde  wurde  von 
ihrer  endgültigen  Unterstellung  unter  die  staatliche  Prüfung  vor  der 
Hand  abgesehen  und  für  sie  zunächst  eine  „provisorische 
staatliche  Prüfung"  eingeführt,  welche  vollständig  fakultativ 
ist.  Der  Zweck  dieser  provisorischen  Prüfung  soll  in  erster  Linie  der 
sein,  für  die  Gleichwertigkeit  aller  in  den  Handel  gebrachten  Präparate 


12  R.  Otto, 

der  betreffenden  Serumart  Sorge  zu  tragen,  um  dadurch  dem  Praktiker 
bei  der  Anwendung  derartiger  Sera  von  zunächst  zweifelhafter  prak- 
tischer Wirksamkeit  durchaus  gleichwertige  Präparate  in  die  Hand  zu 
geben.  Denn  es  läßt  sich  annehmen,  daß  nur  dann,  wenn  dies  erreicht 
ist,  es  möglich  sein  wird,  sich  im  Laufe  einiger  Jahre  ein  Urteil  über 
den  praktischen  Heil-  und  Schutzwert  eines  Serums  bilden  zu  können. 
Wenn  dann  nach  dieser  Zeit  durch  das  Urteil  unparteiischer  Vertreter 
der  Praxis  festgestellt  werden  kann,  daß  die  Wirkung  eines  Serums  in 
der  Tat  den  versprochenen  Erfolg  gehabt  hat,  so  soll  die  „definitive" 
für  die  „provisorische"  Form  der  Prüfung  eintreten,  im  anderen  Falle 
aber  das  betreffende  Serum  nicht  weiter  zur  Prüfung  zugelassen  werden. 

Die  „provisorische  staatliche  Prüfung"  bietet  also  zunächst  nur 
eine  Garantie  dafür,  daß  alle  Nummern  des  provisorisch  geprüften 
Serums  insofern  untereinander  gleichwertig  sind,  als  sie  mindestens 
den  von  der  Fabrik  angegebenen  Wert  besitzen.  Außerdem  bietet  sie 
aber  auch  noch  den  Vorteil,  daß  sie  mit  ungenügender  Sorgfalt  her- 
gestellte Sera  vom  Markt  zurückhält,  und  zwar  dadurch,  daß  sie  1)  die 
Herstellung  der  Sera  am  Fabrikationsorte  kontrolliert  und  2)  gleich- 
zeitig bei  der  Wertbemessung  alle  Sera  auf  ihre  äußere  Beschaffenheit 
ihren  Phenolgehalt  und  ihren  Keimgehalt  prüft.  Es  werden  in  letzterer 
Hinsicht  nur  solche  Sera  zugelassen,  welche  frei  von  gröberen  Nieder- 
schlägen sind,  nicht  mehr  als  0,5  Proz.  Phenolzusatz  enthalten  und 
deren  Keimgehalt  an  (saprophytischen)  Keimen  das  erlaubte  Maß  - 
bei  den  für  die  Veterinärpraxis  bestimmten  Seris  sind  bis  100  Keime 
pro  Kubikcentimeter  gestattet  —  nicht  überschreitet.  Dadurch  werden 
alle  stärker  keinihaltigen  oder  sonst  verunreinigten  Präparate,  deren 
Haltbarkeit,  ganz  abgesehen  von  ihrer  eventuellen  Schädlichkeit,  eine 
sehr  unsichere  sein  muß,  vom  Verkehr  ausgeschlossen.  Es  sei  dabei 
bemerkt,  daß  nur  solche  Sera  zur  staatlichen  provisori  sehen 
Prüfung  zugelassen  werden,  hinsichtlich  deren  die  Fa- 
brikationsstätten sich  verpflichten,  nur  geprüftes  Serum, 
daneben  aber  nicht  auch  ungeprüftes  in  Deutschland  in 
den  Handel  zu  bringen. 

Zur  Zeit  sind  unter  dieser  Bedingung  die  nachgenannten  Sera  der 
provisorischen  staatlichen  Prüfung  unterstellt: 

1)  das  „Antistreptokokkenserum  nach  Aronson^  der 
Chemischen  Fabrik  auf  Aktien,  vorm.  E.  Schering,  Berlin; 

2)  das  „Suisepsin"  (Schweineseuchenserum)  und 

3)  das  „Gallos  er  in"  (Geflügelcholeraserum)  der  Farbwerke 
vorm.  Meister,  Lucius  &  Brüning,  Höchst  a.  M.; 

4)  das  „polyvalente  Schweineseuchenserum  nach  Wasser- 

MANN-OSTERTAG   Und 

5)  das  „Antidysenterieserum  nach  Shiga"  des  pharma- 
zeutischen Instituts  Ludwig  Wilhelm  Gans,  Frankfurt  a.  M. 
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Der  Umstand,  daß  dauernd  die  Zulassung  neuer  Sera  zur  „staat- 
lichen provisorischen  Prüfung"  nachgesucht  wird,  spricht  deutlich 
dafür,  daß  man  in  Interessentenkreisen  von  dem  Werte  dieser  Form 
der  staatlichen  Prüfung  überzeugt  ist.  Wenn  öfters  dem  Wunsche 
nm  Unterstellung  neuer  Sera  unter  die  staatliche  Kontrolle  nicht 
entsprochen  werden  konnte,  so  lag  das  meist  daran,  daß  für  das  be- 
treffende Serum  bis  dahin  keine  exakt  arbeitende  Wertbestimmungs- 
methode  bekannt  war  und  auch  nicht  ermittelt  werden  konnte.  Wie 
schwierig  dies  sein  kann,  haben  uns  speziell  Versuche  (121)  mit  dem 
von  der  Firma  Merck  nach  den  Angaben  des  Professors  Sobernheim 
hergestellten  Milzbrandserum  gezeigt,  bei  dem  es  uns  in  Ueberein- 
stimmung  mit  den  Ergebnissen  früherer  Untersuchungen  [vergl.  Sobern- 
HEiM  (100)]  bisher  nicht  gelungen  ist,  eine  solche  quantitativ  genau 
arbeitende  Prüfungsmethode  zu  finden. 

B.  Die  Zulassung  zur  staatliehen  Prttfling. 

Beabsichtigt  eine  Fabrik,  eines  jener  Präparate  in  den  Handel  zu 
bringen,  welche  bereits  der  obligatorischen  staatlichen  Kontrolle  unter- 
stellt sind,  so  hat  sie  sich  mit  einem  entsprechenden  Gesuch  an  das  zu- 
ständige preußische  Kultusministerium  zu  wenden  (bei  nichtpreußischen 
Fabriken  durch  Vermittelung  der  betreffenden  Regierung).  Die  Ge- 
nehmigung ihres  Gesuches  wird  in  diesem  Falle  allein  davon  abhängig 
gemacht  werden,  daß  einmal  die  Lokalbehörde  gegen  die  Qualifikation 
des  Leiters  und  die  Einrichtung  der  Fabrik  keine  Bedenken  erhebt,  und 
daß  zweitens  die  Fabrik  bestimmte  Bedingungen,  welche  sich  auf  die 
Kontrolle  des  Tierbestandes,  die  Serumgewinnung  und  Serumabgabe 
beziehen,  acceptiert. 

Handelt  es  sich  dagegen  um  Sera  u.  s.  w.,  die  bisher  der  staat- 
lichen Kontrolle  noch  nicht  unterstanden,  so  ist  die  beantragte  Zu- 
lassung der  betreffenden  Präparate  zur  staatlichen  Prüfung  außerdem 
noch  davon  abhängig,  daß  für  das  Serum  u.  s.  w.  eine  genaue  Wert- 
bemessungsmethode seiner  spezifischen  Wirksamkeit  schon  vorhanden 
ist  oder  doch  ermittelt  werden  kann.  • 

Die  allgemeinen  Bedingungen,  welche  jede  Fabrik,  die  ein 
Serum  der  staatlichen  Kontrolle  unterstellen  will,  zu  übernehmen  hat, 
sind  außer  der  Hinterlegung  einer  Kaution,  sowie  der  Zahlung  be- 
stimmter Prüfungsgebühren  folgende: 

1.  ist  der  Tierbestand  der  dauernden  Kontrolle  eines  approbierten 
Tierarztes  zu  unterwerfen; 

2.  ist  ein  Hauptbuch  zu  führen,  welches  ersehen  läßt: 

a)  die  Nummern  der  Tiere,  von  denen  Blut  zur  Herstellung  des 
betreffenden  Serums  genommen  ist, 

b)  Tag  der  Blutentnahme,  Menge  desselben  und  des  erhaltenen 
Serums, 
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c)  Ergebnis  der  Wertigkeitsbestimmung  des  Serums, 

d)  Tag  der  Abfüllung  und  der  amtlichen  Abnahme  des  Serums. 

e)  Tag  des  Abschlusses  der  amtlichen  Kontrolle  und  Ergebnis 
der  Kontrolle; 

3.  ist  ein  staatlicher  Kontrollbeamter  anznsteOen,  der  die  Ein- 
sendung der  Proben,  die  Klausur  des  Serums  während  der  Prüfung, 
die  lieber  wachung  der  Abfüllung  und  die  Plombierung  auszuüben  hat: 

4.  muß  eine  bestimmte  Literzahl  Serum  als  Mindestmenge  zor 
Prüfung  gestellt  werden.  Von  diesem  Quantum  hat  der  Kontrollbe- 
amte 4  Fläschchen  ä  5  ccm  einzusenden  (NB.  beim  Diphtherieseram  8 
Fläschchen) ; 

5.  ist  das  frische,  nicht  zersetzte  Serum  durch  Zusatz  einer  geringen 
Menge  eines  Antiseptikums  (z.  B.  0,5  Proz.  Karbol)  vor  Fäulnis  zq 
schützen.  Für  die  Sera,  welche  zur  Anwendung  beim  Menschen 
bestimmt  sind,  ist  absolute  Sterilität  notwendig;  auch  für  die  aos- 
schließlich  zur  Verwendung  in  der  Veterinärpraxis  bestimmten  Immun- 
sera  ist  eine  absolute  Sterilität  zweckmäßig,  aber  nicht  durchaas  er- 
forderlich; jedoch  sollen  Proben,  die  Zeichen  der  Zersetzung  aufweisen, 
nicht  zugelassen  werden; 

6.  soll  mit  jeder  Prüfung  ein  Begleitschein  nach  folgendem  Muster 
eingesandt  werden:  (siehe  S.  15). 

Für  die  Prüfungen   der  Sera   wird  vom  Staate  eine  bestimmte 
Gebühr  erhoben,  und  zwar  in  der  Regel  5  Proz.  des  Verkaufspreises 
bei  den  definitiv  und  2,5  Proz.  bei  den  provisorisch   geprüften  Seris. 
Für  das  Diphtherieserum  betragen  die  Gebühren  z.  Z.  für 
je  10  1  100-  und  200fachen  Serums    200  M. 
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C.  Die  lokale  Kontrolle  an  der  Fabrikationsstelle. 

Aus  den  vorstehenden  Bedingungen  geht  hervor,  daß  die  staatliche 
Kontrolle  sich  nicht  allein  auf  die  amtliche  Wertbemessung  der  ihr 
unterstellten  Sera  beschränkt,  sondern  auch  für  die  zweckmäßige  Her- 
stellung derselben  Sorge  trägt.  Um  letzere  genau  kontrollieren  zu 
können,  sind  die  Fabriken  verpflichtet,  über  die  Gewinnung  der  Sera 
ausführlich  Buch  zu  führen. 
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Begleitsohein  No. 

für  die  staatliche  KontroUstatioxi 
zu  dem  aus 

in • 

eingesandten 


KoDtroll-(Haaptbach)  No. 

(entsprechend  der  Aufschrift  auf  dem  Probeflaschchen) 

Pferde  No.  

Tag  der  Blutentziehung 

Blutmenge  in  ccm 

Menge  des  erhaltenen  Serums 

{Versuchstier  No.  
Immunita tseinheiten  
Keimgehalt  

Menge  des  Konservieninssmittels  

Tag  der  amtlichen  Abfüllung 

Datum  der  Einsendung  zur  Kontrollstation  

Bemerkungen      


Unterschriften 
des  Abnahmebeamten  und  des  Expedienten  der  Fabrik: 


Prfiftmgsergebms 

zum  Begleitschein  No 

betr.  das  von  

tun  

eingesandte 

(Menge  Liter) 

x«^xr  Vorm. 

emgetroffen  am  ^    , — 

Kontroll-(Hauptbuch)  No.  

Pferde  No 

I.  Die  Lösung  entspricht  den  gesetzlichen  Anforderungen  und  hat  den  angege- 
benen Wert  von                         Immunitatseinheiten 
II.  Die  LQsnng  wird  beanstandet,  weil  


Der  KontrollBtation  sind  demnach  an  Untersuchungsgebühren  gutzuschreiben  

Bemerkungen      

Frankfurt  a.  M.,  den  

(L.  S.)  Unterschrift  des  Kontrollarztes: 


Die  Herstellung  der  Sera  in  den  Fabriken  ist  in  technischer 
Beziehung  vielfach  mustergültig  ausgearbeitet.  Als  Serumspender  be- 
QQtzt  man  in  der  Regel  Pferde,  doch  werden  zur  Herstellung  bestimmter 
Sera  auch  andere  Tierspecies  verwandt,  so  z.  B.  Rinder  und  Schafe 
beim  Milzbrandserum. 

Die  Vorteile  der  Anwendung  von  Pferden  beruhen  darin,  daß  die 
Tiere  verhältnismäßig  leicht  zu  einem  hohen  Immunitätsgrade  gebracht 
werden  können  und  daß  von  ihnen  sich  das  Serum  durch  Aderlaß  aus 
der  Halsvene  bequem  entnehmen  läßt.  Nur  vollständig  gesunde  und 
tadellose  Pferde  dürfen  zur  Serumgewinnung  benutzt  werden. 


D. 


'ie  weitverbreitete  Anwendung,  welche  das  Diphtherieheilserum 
bald  nach  der  Entdeckung  der  Antitoxine  durch  von  Behring  (1,  2) 
erfuhr,  ließ  es  wünschenswert  erscheinen,  staatlicherseits  für  die  Her- 
stellung absolut  unschädlicher  und  vollwertiger  Serumpräparate  Sorge 
zu  tragen,  einmal  um  das  Publikum  gegen  den  Vertrieb  minderwertiger 
und  fehlerhaft  zubereiteter  Sera  zu  schützen  und  andererseits,  um  für 
die    richtige  Beurteilung    der    neuen   Heilmethode  durch  Verwendung 
zweifellos  guter  Sera  von  feststehendem  Werte  eine  sichere  Grundlage 
zu  schaflFen.     Dieser  Zweck  konnte  auf  zwei  Wegen  erreicht  werden, 
entweder    durch    die  Verstaatlichung  der  Serumfabrikation  überhaupt 
oder  aber  durch  die  Einführung  einer  staatlichen  Serumkontrolle  der 
für  den   Handel  bestimmten   Serumproben.     Nachdem    sich    eine    zur 
Entscheidung  dieser  Frage  im  Kais.  Gesundheitsamte  zusammenberufene 
Konferenz  von  Sachverständigen  für  den  letzteren  Weg  entschieden  hatte, 
wurde  dieser  gewählt  und  zugleich  durch  Kaiserliche  Verordnung  vom 
31.  Dezember  1894  das  Diphtherieserum  dem  freien  Verkehr  entzogen 
und  in  die   Reihe   derjenigen  ArzneistofFe  aufgenommen,  welche  nach 
§  2  der  Verordnung  vom  27.  Januar  1890  betreffend  den  Verkehr  mit 
Arzneimitteln,  nicht  außerhalb  der  Apotheken  feilgehalten  und  verkauft 
werden  dürfen. 

Mit  der  Vornahme  der  staatlichen  Prüfung  des  Diphtherieserums 
wurde  das  unter  der  Leitung  des  Geh.  Med.-Rats  Prof.  Dr.  Robert 
Koch  stehende  Institut  für  Infektionskrankheiten  in  Berlin  betraut  und 
zu  diesem  Zwecke  an  dem  genannten  Institut  eine  besondere  „K  o  n  t  r  o  1 1  - 
Station  für  Diphtherieheilsera''  errichtet. 

Diese  Kontrollstation  begann  ihre  Tätigkeit  am  20.  Februar  1895 
and  wurde  im  Juni  1896  nach  iVi-jährigem  Bestehen  zu  einem  selb- 
ständigen Institut,  dem  „Institut  für  Serumforschung  und 
Serumprüfung"  erweitert,  zu  dessen  Leiter  Prof.  Dr.  P.  Ehrlich 
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derartig  konservierten  Flüssigkeiten  nicht  vermehren,  sondern  werden  so- 
gar in  kurzer  Zeit  abgetötet.  Es  gelang  mit  Serum,  das  Rotzbacillen 
enthielt  und  mit  0,5-proz.  Phenol  versetzt  war,  nach  24-stündigem  Warten 
nicht  mehr,  Meerschweinchen  zu  infizieren.  In  der  Praxis  dauert  es  nun 
aber  mindestens  7  X  24  Stunden,  ehe  ein  frisch  gewonnenes  Serum  zu 
Heilzwecken  beim  Menschen  angewandt  werden  kann. 

Ich  möchte  dabei  nicht  unerwähnt  lassen,  daÜ  man  im  Auslande  die 
Konsei*vierung  der  Sera  auch  vielfach  in  anderer  Weise  vornimmt.  So 
wird  z.  B.  im  Institut  Pasteur  das  Serum  nur  einer  fraktionierten  Sterili- 
sierung unterzogen  und  dann  ohne  Zusatz  eines  Antisepticums  belassen, 
während  bei  den  Tavel  sehen  Seris  allein  durch  aseptische  Entnahme  und  Ein- 
schmelzen des  abgefüllten  Serums  in  Glasröhrchen  für  die  Sterilität  gesorgt 
wird(6).  An  anderen  Orten  pflegt  man  auch  die  Sera  durch  Chloroform, 
Aether  u.  s.  w.  zu  konservieren. 

Das  abgefüllte  Serum  bleibt  nun  in  den  Sammelgefaßen  in  trockenen 
Kühlkammern  bei  -f-  7  ®  so  lange  stehen,  bis  es  in  den  Handel  gebracht 
bezw.  amtlich  in  Fläschchen  gefüllt  werden  soll. 

lieber  die  Haltbarkeit  der  mit  Phenol  konservierten  Sera  siehe 
S.  öOflf. 

Der  „lokale"  Teil  der  amtlichen  Kontrolle,  welcher  sich 
auf  die  sachgemäße  Herstellung  des  Serums  in  der  Fabrik  erstreckt, 
liegt  nicht  in  den  Händen  des  Instituts,  sondern  ist  Aufgabe  der  be- 
treffenden Regierung.  Diese  hat  durch  medizinal-polizeiliche  Revisionen 
die  Serumfabrikation  und  die  Tätigkeit  des  Abnahmebeamten  ^)  zu  kon- 
trollieren. Letzterer  hat  ein  Dienstbuch  zu  führen,  aus  dem  ersicht- 
lich ist: 

a)  die  Nummern  der  Pferde,  von  denen  Blut  zur  Herstellung  des 
betreffenden  Serums  genommen  ist; 

b)  Tag  der  Entnahme  des  Blutes,  Menge  desselben  und  Menge  des 
erhaltenen  Serums; 

c)  Ergebnis  der  Wertigkeitsbestimmung  des  Serums; 

d)  Tag  der  Abfüllung  und  der  amtlichen  Abnahme  des  Serums; 

e)  Tag  des  Abschlusses  der  amtlichen  Prüfung  und  des  Ergebnisses 
der  Prüfung. 

Er  hat  das  von  ihm  in  Klausur  genommene  Serum  so  lange  in 
dem  Stammgefäße  unter  Verschluß  zu  halten,  bis  die  Entscheidung  des 
Instituts  über  die  Zulässigkeit  des  Serums  eingelaufen  ist.  Erst  wenn 
die  Mitteilung  eingegangen  ist,  daß  das  Serum  den  gesetzlichen  An- 
sprüchen genügt,  darf  das  Sammelgefäß  geöffnet  und  das  Serum 
unter  seiner  Aufsicht  in  Fläschchen  abgefüllt  werden.  Die  Fläschchen 
werden  am  Stopfen  mit  Papier  Überbunden  und  plombiert.  Auf  dem 
von  dem  Plombenverschluß  gesicherten  Deckpapier  tragen  dieselben  die 
Kontrollnummer.    Auf  der  einen   Seite  der  Plombe  befindet  sich  als 


1)  Dem  Beamten   ist  Geheimhaltung   der   von  der   Fabrik    besonders 
geübten  Immunisierungsmethoden  zur  Pflicht  gemacht. 
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Zeichen  der  amtlichen  Abfüllung  ein  Adler  (Preußen)  bezw.  das  Hoheits- 
zeichen des  betreflfenden  Staates,  in  welchem  die  örtliche  Kontrolle  aus- 
geübt wird  (so  z.  B.  für  Hessen  ein  Löwe),  auf  der  anderen  Seite  die 
Aufschrift  „Staatlich  kontrolliert''.  Außerdem  werden  die  Fläschchen 
bestimmungsgemäß  mit  einer  Angabe  über  den  Ort  der  Herstellung  und 
die  Fabrikationsstätte  versehen. 

Falls  ein  Serum  die  vorschriftsmäßigen  Eigenschaften  nicht  besitzt, 
so  erfolgt  die  Rückgabe  an  die  Fabrik  nur  dann,  wenn  die  Beanstandung 
wegen  Minderwertigkeit  an  Immunisierungseinheiten,  mangelnder  Klar- 
heit, oder  sonstiger  unschwer  zu  behebender  vorschriftswidriger  Eigen- 
schaften erfolgt  ist^).  War  dagegen  die  Beanstandung  durch  gesund- 
heitsschädliche Beschaffenheit  des  Serums  (z.  B.  pathogene  Keime,  zu 
hoher  Phenolgehalt  u.  s.  w.)  veranlaßt,  so  entscheidet  das  Institut,  ob 
die  Flüssigkeit  vernichtet  werden  muß,  oder  ob  durch  bestimmte,  von 
ihm  vorzuschreibende  Behandlung  die  Masse  in  einen  vorschriftsmäßigen 
Zustand  versetzt  und  zur  nochmaligen  Prüfung  zugelassen  werden  kann. 
Für  den  Fall,  daß  die  Vernichtung  angeordnet  werden  soll,  muß  die  Ge- 
nehmigung des  vorgesetzten  Ministeriums  eingeholt  werden;  wird  da- 
gegen das  Serum  der  Fabrik  zurückgegeben,  so  ist  diese  verpflichtet, 
alle  Anordnungen  des  Instituts  genauestens  zu  befolgen  und  mitzu- 
teilen, ob  und  wieweit  das  geschehen  ist. 

D.   Die  Prüfling  Im  Institut  für  experimentelle  Therapie. 

Der  zweite  Akt  der  staatlichen  Kontrolle  ist  die  „amtliche 
Prüfung  des  Serums  im  Institut  für  experimentelle 
Therapie"  zu  Frankfurt  a.  M. 

Diese  Prüfung  bezieht  sich  auf  1)  die  Feststellung  der  Unschäd- 
lichkeit und  2)  des  Wirkungswertes  des  zu  prüfenden  Serums. 

I.  Die  Prüfung  auf  Unschädlichkeit 

Als  „un schädlich'^  wird  die  eingesandte  Serumprobe  angesehen, 
wenn  sie 

1)  völlig  klar  und  frei  von  gröberen  Niederschlägen  ist; 

2)  keine  bakteriellen  Verunreinigungen  enthält,  bezw.  bei  den  für 
die  Veterinärpraxis  bestimmten  Seris  den  erlaubten  Keimgehalt  von 
100  Keimen  pro  1  ccm  Serum  nicht  überschreitet; 

3)  nicht  mehr  als  0,5  Proz.  Phenol  bezw.  0,4  Proz.  Trikresol  ent- 
hält und 

4)  frei  von  Toxinen,  speziell  Tetanustoxinen,  ist. 

Zur  Feststellung  dieser  Eigenschaften  wird  das  zu  prüfende  Serum 
zunächst  einer  makroskopischen  Besichtigung  unterzogen.  Das 


1)  Nach  dieser  zunächst  speziell  für  die  Prüfung  des  Diphtherieheil- 
serums  erlassenen  Instruktion  wird  sinngemäß  auch  bei  den  Prüfungen  der 
übrigen  Sera  verfahren. 

2* 
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Serum  darf,  äußerlich  betrachtet,  höchstens  einen  geringen  Bodensatz 
zeigen,  muß  aber  unter  allen  Umständen  völlig  klar  sein.  Serumproben 
mit  bleibenden  Trübungen,  welche  als  Zeichen  stattgehabter  Zersetzuogen 
anzusehen  sind,  werden  zurückgewiesen. 

Sodann  folgt  eine  Sterilitätsprüfung  des  Serums  nach  den 
üblichen  bakteriologischen  Methoden,  und  zwar  werden  ein  Agarröhrchen 
(Platte),  zwei  Traubenzuckerbouillonröhrchen  und  ein  Traubenzucker- 
agarröhrchen  (hohe  Schicht)  mit  je  5  Tropfen  Serum  geimpft.  Die  g^ 
impften  Platten  und  Röhrchen  müssen  steril  bleiben,  nur  bei  den  aus- 
schließlich für  Veterinärzwecke  bestimmten  Seris  ist,  wie  schon  gesagt 
wurde,  ein  Keimgehalt  bis  zu  100  Keimen  pro  1  ccm  gestattet. 

Weiterhin  wird  zur  Prüfung  des  Phenolgehaltes  einer  Maus 
von  15  g  0,5  ccm  Serum  subkutan  injiziert.  Zeigt  die  Maus  keine  oder 
nur  geringe  Vergiftungserscheinungen,  so  übersteigt  die  Menge  des  zu- 
gefügten Konservierungsmittels  das  zulässige  Maß  nicht. 

Bei  der  Prüfung  der  für  die  Anwendung  beim  Menschen  bestimmteu 
Seris  erhält  nun  noch  ein  Meerschweinchen  zur  Prüfung  auf  Tetanus- 
toxin  bezw.  etwaige  vereinzelte  Tetanuskeime  10  ccm  Serum  subkutan 
injiziert.  Diese  Prüfung  erfolgt,  um  ähnlichen  unliebsamsn  Zwischen- 
fällen, wie  sie  im  Auslande  (Amerika,  Italien)  vorgekommen  sind  (Auf- 
treten von  Tetanus  nach  der  Injektion  von  Diphtherieserum),  vorzu- 
beugen. Wenn  das  Meerschweinchen  gesund  und  munter  bleibt,  kann 
man  mit  Bestimmtheit  annehmen,  daß  das  Serum  frei  von  den  ge- 
nannten schädlichen  Beimengungen  ist.  Es  ist  notwendig,  zu  diesen 
Versuchen  völlig  gesunde  (normale),  noch  nicht  gebrauchte  Tiere  zn 
verwenden,  da  die  bereits  zu  Wertbemessungszwecken  benutzten  Tiere. 
wie  dies  zuerst  Theobald  Smith  (7)  beobachtete,  im  höchsten  Grade 
gegen  Serum  überempfindlich  werden. 

Leider  sind  wir  bisher  nicht  in  der  Lage,  das  Diphtherieserum  auf 
seine  Unschädlichkeit  nach  der  Richtung  hin  zu  prüfen,  inwieweit  ein 
Serum  besonders  geeignet  ist,  jene  unliebsamen  Nebenwirkungen  hervor- 
zurufen, welche  uns  als  „Serumexantheme"  bekannt  sind  und  die 
V.  Pirquet  und  Schick  (9,  10,  11)  in  neuerer  Zeit  als  Erscheinungen 
spezifischer  Ueberempfindlichkeit  analysiert  und  unter  dem  Namen  „Serum- 
krankheit*'  zusammengefaßt  haben.  Es  handelt  sich  hierbei  um  Haut- 
ausschläge der  verschiedensten  Art,  die  häufig  mit  lokalem  Oedem,  Gelenk- 
schmerzen ,  Gelenkschwellungen ,  Fiebererscheinungen  und  sonstigen 
Allgemeinsymptomen  einhergehen.  Die  Krankheitserscheinungen  treten 
teils  sofort  (innerhalb  24  Stunden)  oder  auch  erst  nach  einer  be- 
stimmten Inkubationszeit  auf  und  verschwinden  fast  immer  ohne 
Hinterlassung  dauernder  Störungen.  Die  durchschnittliche  HäufigW 
dieser  Erkrankung  berechnet  sich  auf  etwa  10  Proz.  der  Injizierten. 
Ueber  ihre  Ursache  ließ  sich  bisher  mit  Sicherheit  nachweisen,  daß  ^i^ 
allein  von  dem  Serum  als  solchem  und  nicht  etwa   durch  seinen  Anti- 
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toxingehalt  bedingt  ist,  denn  die  Stoflfe,  welche  diese  Nebenerscheinungen 
hervorrufen,  sind  auch  im  normalen  Pferdeserum  vorhanden.  Gerade 
diese  Erkenntnis  ist  für  die  Einführung  der  hochwertigen  Sera  maß- 
gebend gewesen.  Man  sollte  eben  durch  die  Anwendung  hochwertiger 
Sera  in  die  Lage  gesetzt  sein,  möglichst  große  Dosen  Antitoxin  in  mög- 
lichst geringen  Mengen  Serum  applizieren  zu  können. 

Dieser  Zweck  konnte  natürlich  nicht  dadurch  erfüllt  werden,  daß 
man  einfach  durch  Konzentration  den  Antitoxingehalt  der  Sera  erhöhte. 
Denn  in  diesem  Falle  würden  gleichzeitig  mit  den  Antitoxinen  auch 
jene  uns  noch  unbekannten  Stoffe  konzentriert  werden,  welche  wir  als 
die  Ursache  der  Serumkrankheit  ansehen  müssen,  da  auch  diese  sicher 
mit  den  Eiweißkörpern  des  Serums  in  Zusammenhang  stehen.  Aus 
diesem  Grunde  kann  jede  Eindickung  des  Serums  nur  als  ein  verfehltes 
Verfahren  zur  Erreichung  der  bezweckten  Absicht  aufgefaßt  werden. 
Das  Institut  ist  daher  beauftragt  worden,  alle  Diphtherieheilsera  auf 
ihren  Eiweißgehalt  zu  untersuchen  und  diejenigen  Sera,  welche  mehr 
als  12  Proz.  Eiweiß  enthalten,  zu  beanstanden. 

Um  auf  die  „Serumkrankheit^^  als  solche  nochmals  zurückzukommen, 
30  hat  man  die  Beobachtung  gemacht,  daß  scheinbar  bei  gewissen  Serum- 
nummern diese  Erkrankungen  häufiger  auftreten,  ohne  daß  aber  alle  mit 
dem  betreffenden  Serum  behandelten  Personen  erkranken.  Es  muß  sich 
also  bei  dem  Agens  dieser  Erscheinungen  um  eine  individuell  verschieden 
stark  toxisch  wirkende  Substanz  im  Serum  der  Tiere  handeln,  die  bei 
hierzu  disponierten  Personen  die  Exantheme  hervorruft.  Man  will  ferner 
beobachtet  haben,  daß  Erwärmen  und  Verdünnen  der  Sera  die  Erscheinungen 
geringer  macht  und  daß  bei  älteren  abgelagerten  Seris  (9—12  Monate) 
die  Serumexantheme  nicht  vorkommen.  Inwieweit  dies  zutrifft,  läßt  sich 
zur  Zeit  noch  nicht  endgültig  entscheiden;  daß  speziell  die  Zeit  und 
das  Erwärmen  einen  abschwächenden  Einfluß  auf  die  die  Krankheits- 
erscheinungen auslösende  Substanz  haben,  muß  sogar  nach  den  vor- 
liegenden Untersuchungen  (7,  135)  als  sehr  zweifelhaft  erscheinen,  da 
sich  gezeigt  hat,  daß  diese  Substanz  gerade  diesen  Faktoren  gegenüber 
äußerst  stabil  ist. 

v.  Pirquet  und  Schick  (1.  c.)  haben  darauf  hingewiesen,  daß  man  bei 
der  Serumkrankheit  unterscheiden  muß  zwischen  der  Serumkrankheit  Erst- 
injizierter und  Wiederholtinjizierter.  Besonders  bei  letzteren,  bei  denen 
die  Erscheinungen  meist  schneller  und  stärker  auftreten,  konnten  sie  in 
der  „sofortigen"  oder  „beschleunigten  Reaktionsfähigkeit"  ein  wichtiges 
Kriterium  für  die  Diagnose  der  Serumkrankheit  feststellen,  nachdem  vorher 
V.  DcNGBRN  (93)  auf  die  Verkürzung  der  Inkubationszeit  bei  wiederholten 
Eiweißinjektionen  hingewiesen  hatte. 

Ernstliche  schädliche  Nebenwirkungen,  die  mit  Sicherheit  auf  die  In- 
jektion des  Heilserums  zurückzuführen  waren,  sind  bei  Menschen  bis- 
her äußerst  selten  bekannt  geworden,  dagegen  lassen  sich  an  den  mit 
Dipbtherieserum  geheilten  Meerschweinchen  bestimmte  Formen  der  „Serum- 
überempfindlichkeit" bis  zu  den  höchsten  Graden  leicht  experimentell 
demonstrieren  [Theobald  SMiTHSches  Phänomen  (8);  vergl.  auch  M.  J. 
fiosENAü  und  John  F.  Anderson  (135)]. 
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II.  Die  Wertbemessung. 

Neben  der  Prüfung  auf  Unschädlichkeit  erfolgt  gleichzeitig  die 
Prüfung  des  spezifischen  „Wirkungswertes"  der  Sera.  Diese  Wert- 
bemessung ist  keine  eigentliche  „Eichung*^,  welche  mit  Hilfe  der  Prüfungs- 
methoden den  genauen  zahlenmäßigen  Wert  der  Sera  zu  ermitteln  hat. 
sondern  sie  hat  nur  zu  prüfen,  ob  das  zur  staatlichen  Prüfung  einge- 
sandte Serum  mindestens  den  von  der  Fabrik  angegebenen  Wert  hat. 
Minderwertige  Sera  werden  demgemäß  beanstandet,  höherwertige  da- 
gegen zugelassen. 

Grundbedingung  für  die  exakte  Wertbemessung  eines  Heilserums 
ist  nun  in  jedem  Falle  der  Besitz  einer  quantitativ  genau  ar- 
beitenden Wertbemessungsmethode.  Diese  Forderung  zu  er- 
füllen, ist  bisher  bei  einer  großen  Anzahl  von  Immunseris  in  völlig 
befriedigender  Weise  gelungen,  wenn  auch  häufig  erst  nach  Ueberwindung 
großer  Schwierigkeiten.  Besonders  bedeutungsvoll  für  die  ganze  Serum- 
therapie ist  speziell  der  Umstand  gewesen,  daß  es  Ehrlich  (12)  gelang. 
gerade  für  das  Diphtherieserum  eine  absolut  exakte  Wertbemessungs- 
methode zu  ermitteln. 

Bevor  auf  die  Faktoren,  welche  bei  der  Wertprüfung  der  eiB- 
zelnen  Sera  in  Betracht  kommen,  näher  eingegangen  werden  kann, 
muß  ich  einige  allgemeine  Bemerkungen  vorausschicken. 

Bekanntlich  pflegen  wir  bisher  nach  ihrer  Gewinnungsart  und 
speziellen  Wirkungsweise  unter  den  Immunseris  zwei  verschiedene  Typen, 
die  „antitoxischen"  und  die  ^antibakteriellen"  Heilsera  zu  unterscheiden. 
W^ährend  die  antitoxischen  Sera  durch  Immunisierung  der  Tiere  allein  mit 
den  Giften  der  Bakterien  gewonnen  werden  und  daher  nur  bei  solchen 
Bakterien  erzeugt  werden  können,  welche  in  unseren  Nährböden  Gifte 
sezernieren,  verwendet  man  zur  Herstellung  der  antibakteriellen  Sera  die 
Leibessubstanzen  der  Bakterien.  Es  läßt  sich  experimentell  zeigen,  daß 
ein  Serum,  das  mit  einer  bestimmten  Bakterienspecies  gewonnen  wird. 
direkt  von  der  Art  der  Bakterienstoffe,  welche  zur  Immunisierung  ver- 
wandt werden,  abhängig  ist,  wie  dies  zuerst  Wassermann  (13)  mit 
Kulturen  des  Bacillus  pyocyaneus  nachgewiesen  hat.  Je  nachdem  er 
Tiere  mit  der  ganzen  Kulturflüssigkeit  oder  allein  mit  den  Leibessub- 
stanzen des  Bacillus  pyocyaneus  immunisierte,  erhielt  er  ein  antitoxisches 
Serum  (das  auch  bakterizid  wirkte),  oder  aber  ein  rein  bakterizides  Serum. 

Nach  ihrer  Wirkungsweise  unterscheiden  sich  nun  die  beiden  g^ 
nannten  Serumarten  dadurch,  daß  die  antitoxischen  Sera  nicht  direkt 
gegen  die  Bakterien  selbst,  sondern  zunächst  gegen  die  von  ihnen  sezer- 
nierten  Gifte  wirksam  sind  (und  zwar  dadurch,  daß  sie  die  Gift- 
wirkung derselben  neutralisieren),  während  die  antibakteriellen  Sera  sich 
im  Stande  erweisen,  die  Bakterien  selbst  zu  vernichten.  In  welcher  Weise 
diese   „Vernichtung''    der   Bakterien   geschieht,    soll  an  anderer  Stelle 
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näher  ausgeführt  werden,  hier  sei  nur  voraufgenommen,  daß  dieselbe  bei 
den  verschiedenen  Seris  jedenfalls  auch  auf  verschiedene  Weise  geschehen 
kann  (durch  Bakteriolysine  bezw.  Opsonine,  Antiaggressine  u.  s.  w.)  und 
daß  die  Schutz-  und  Heilwirkung  dieser  Sera  in  der  Regel  wohl  auf 
dem  Zusammenwirken  mehrerer  Faktoren  beruhen  dürfte. 

Wenngleich  gerade  in  der  Kenntnis  der  Wirkungsart  der  Immunsera 
in  den  letzten  Jahren  erhebliche  Fortschritte  gemacht  worden  sind,  so  be- 
sitzen wir  doch  bis  heute  über  den  Bau  und  die  eigentliche  Natur 
der  in  den  Seris  wirksamen  Stoffe  keine  genaue  Kenntnis,  da  es 
bisher  nicht  gelungen  ist,  diese  Substanzen  rein  und  frei  von  Serum  dar- 
zustellen. Wir  wissen  von  ihnen  nur,  daß  sie  an  bestimmte  Eiweißkörper 
des  Serums  gebunden  sind,  und  sind  im  übrigen  über  ihre  Natur  ganz 
auf  Theorien  angewiesen. 

Von   den  zahlreichen  Theorien,  welche  das  Wesen  und  die  Ursachen 
der  Immunität  zu  erklären  gesucht  haben,  hat  nun  keine  eine  so  weitver- 
breitete Annahme  gefunden,   wie  die  von  Ehblicu  aufgestellte,    sogenannte 
„Seitenkettentheorie**  (14,  15,  16,  99,  106,  128,  130).   Der  Grundgedanke  der 
Seitenkettentheorie  ist  in  der  Vorstellung  Ehrlichs  von  der  Ernährung  des 
lebenden  Protoplasmas,  die  er  schon  in  seiner  Arbeit  „Ueber  das  Sauerstoff- 
bedürfnis   des    Organismus"    im   Jahre    1885   entwickelt    hat,    begründet. 
Ehrlich   nimmt    an,  daß   diese   auf  der  Fähigkeit   der   Zelle   beruht,   die 
verwandten  Nährstoffe  durch  chemische  Synthese   mit   bestimmten  Seiten- 
ketten zu  assimilieren;  in  ähnlicher  Weise  wie  in  der  organischen  Chemie 
bestimmte  chemische  Gruppen   in  die  verschiedenen  Atomgruppen  (Seiten- 
ketten) am  Benzolringe  eintreten  können.     Nach    seiner  Anschauung  kann« 
man  sich  das  lebende  Protoplasma  als  aus  einem  Leistungskem  und  einer 
Anzahl  von   verschiedenen   Rezeptoren   bestehend   denken.     Diese   Bezep- 
toren    würden    nun    die   Träger    ganz    bestimmter   Atomgruppierung    dar- 
stellen  und    zu    bestimmten  Stoffen  (den  haptophoren  Gruppen    der  Nähr- 
stoffe)   eine   maximale   chemische   Verwandtschaft  haben.     Sie   passen    zu 
diesen  wie  „Schlüssel  zum  Schloß^'.     Nimmt  man  nun  an,    daß  die  Toxine 
gewisse  haptophore  Gruppen  mit  den  Nährstoffmolekülen  gemeinsam  haben, 
so  werden   auch   sie   von    den    Rezeptoren   verankert  werden.    Den  durch 
diese  Verankerung   bedingten  Defekt    an  Rezeptoren  wird    nun    die  Zelle 
nach  dem  WEiGBRXSchen  Gesetz  nicht  nur  vollständig  ersetzen,  sondern  viel- 
mehr durch  üeberregeneration  überkompensieren.    Diese  Ueberregeneration, 
welche  bei  der  Immunisierung  künstlich  gesteigert  werden  kann,    hat  nun 
zur  Folge,  daß  die  überproduzierten  Rezeptoren  von  der  Zelle    abgestoßen 
werden  und   in   die  Blutflüssigkeit   gelangen.     Diese   frei  im  Blute  zirku- 
lierenden Rezeptoren  sind  die  Antitoxine.   Nach  dieser  Theorie,  die  sich  für 
den  Ausbau  der  Immunitätslehre  so  außerordentlich  wertvoll  erwiesen  hat, 
haben  wir   uns    also  die  Bildung  der  in  den  Seris  wirksamen  Stoffe  (Anti- 
körper)   als    einen   gesteigerten,   rein   physiologischen  Prozeß   vorzustellen. 
Ke  Antikörper   selbst  sind   nichts    anderes    als   Reaktionsprodukte  (abge- 
stoßene Rezeptoren)  der  lebenden  Körperzelle,  welche  (nach  dem  Wbigert- 
schen  Gesetz)   im    Ueberraaß   produziert  wurden,  um  den  durch   die    Gift- 
Kuftihrung  u.  s.  w.  gesetzten   Defekt  zu  kompensieren.     Die    fundamentale 
Bedeutung  dieser  Theorie  liegt  darin,  daß  sie  zwanglos  alle  Eigenschaften 
w  „Antikörper"  erklärt,  so  in  erster  Linie  ihre  streng  spezifische  Wirkung 
^nd  ihr  Vorkommen  im  normalen  Serum. 
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Bestimmte  Untersuchungsbefunde  haben  nun  Ehklich  dazu  geführt, 
drei  verschiedene  Arten  von  „Zellrezeptoren'*  anzunehmen,  und  zwar  neben 
den  einfach  gebauten  Rezeptoren  erster  Ordnung,  die  nur  eine  spezifische 
haptophore  Gruppe  besitzen,  noch  solche  höherer  Arten  (zweiter  und  dritter 
Ordnung),  welche  die  Zellen  befähigen,  hochmolekulare  Eiweißstoffe  zu 
verankern.  Zur  Assimilation  derartiger  Stoffe  ist  es  nach  Ehrlichs  An- 
sicht zunächst  erforderlich,  daß  dieselben  durch  fermentative  Prozesse  ab- 
gebaut werdjen.  Dies  geschieht  nun  einmal  dadurch,  daß  diese  Rezep- 
toren außer  der  haptophoren  Gruppe  noch  eine  zweite  spezifische  Funk- 
tionsgruppe besitzen,  mit  der  sie  auf  das  gefesselte  Substrat  einwirken, 
oder  schließlich  zwei  haptophore  Gruppen  (Ambozeptoren)  haben,  von  denen 
die  eine  die  Nährstoffe  fesselt,  während  die  zweite  aus  dem  Blute  ge- 
wisse fermentähnlich  wirkende  Stoffe  bindet  und  in  nahe  räumliche  Be- 
ziehung zu  der  zu  assimilierenden  Beute  bringt. 

Die  Wirkung  der  Rezeptoren  erster  Ordnung  hat  man  sich  demnach 
einfach  in  der  Weise  vorzustellen,  daß  sie  (vermittels  ihrer  haptophoren 
Gruppe)  die  haptophore  Gruppe  der  Toxine  besetzen.  Die  Rezeptoren 
zweiter  Ordnung  dagegen  ergreifen  zunächst  mit  Hilfe  ihrer  haptophoren 
Gruppe  die  haptophore  Gruppe  der  Bakterien,  dann  erst  tritt  die  spezifische 
Funktionsgruppe  in  Tätigkeit  und  ruft  z.  B.  bei  den  Agglutininen  das  als 
Agglutination  bekannte  Phänomen  hervor.  Die  W^irkungsweise  der  Re- 
zeptoren dritter  Ordnung  verläuft  schließlich  in  der  Weise,  daß  sie  mit 
ihrer  cytophilen  Gruppe  sich  mit  der  Zelle  bezw.  den  Bakterien  verbinden, 
während  ihre  zweite  haptophore  Gruppe  (die  complementophile)  imstande 
ist,  das  im  normalen  Serum  vorhandene  Komplement,  in  dem  wir 
später  das  eigentlich  wirksame  Prinzip  bei  der  Lysinwirkung  kennen 
lernen  werden,  an  sich  zu  reißen. 

Bezüglich,  des  Ortes,  an  dem  die  Antikörper  entstehen,  muß  man  nach 
Ehrlichs  Lehre  annehmen,  daß  alle  bindungsiUhigen  Zellen  des  Organis- 
mus im  stände  sind,  Antikörper  zu  produzieren.  In  erster  Linie  scheint 
aber  die  Antikörperbildung  in  den  blutbildenden  Organen  vor  sich  zu 
gehen.  Nach  den  Untersuchungen  von  Pfeiffer  und  Marx  (17a,  17b), 
sowie  von  Wassermann  (18),  Deutsch  (19)  u.  a.  werden  die  bakterioly- 
tischen  Ambozeptoren  z.  B.  im  wesentlichen  im  Knochenmark,  in  der  Milz 
und  in  den  Lymphgefäßen  erzeugt.  Die  Untersuchungen  von  Castelani  (20) 
und  R.  Kraus  und  Schiffmann  (91)  machen  es  andererseits  wahrscheinlich, 
daß  Präzipitine  und  Bakterienagglutinine  in  der  Blutbahn  gebildet  werden. 
Weitere  Untersuchungen  von  Römer  (14)  und  von  v.  Düngern  (93),  sowie 
neuerdings  speziell  von  A.  Wassermann  und  Citron  (44,  45)  weisen  dar- 
auf hin,  daß  unter  gewissen  Umständen  auch  an  anderen  Stellen  eine  (rein 
lokale)  Antikörperbildung  zu  stände  kommt. 

Von  der  großen  Reihe  der  verschiedenen  Antikörper,  (welche  nach  der 
Vorbehandlung  mit  Toxinen,  Bakterien  und  sonstigen  Antigenen  im  Tier- 
körper entstehen),  den  Präzipitinen,  Antifermenten,  Antitoxinen,  Cytotoxinen, 
Agglutininen  und  den  verschiedenen  Lysinen,  interessieren  uns  speziell  die 
Antitoxine,  welche  zu  den  Rezeptoren  erster  Ordnung  Ehrlichs  ge- 
hören und  die  wirksamen  Substanzen  in  den  antitoxischen  Heilseris  dar- 
stellen, und  die  bakt er ioly tischen  (und  bakteriotropen  ?)  Ambozep- 
toren, welche  zu  der  dritten  Ordnung  der  Rezeptoren  zu  rechnen  sind 
und  die  Träger  der  spezifischen  Funktion  der  bakterioly tischen  Sera  bilden. 

Nach  dieser  Vorbemerkung  über  Ehrlichs  Seitenkettentheorie 
soll  nun  im  folgenden  auf  die  Wertbemessung  der  verschiedenen,   der 
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staatlichen  Kontrolle  unterstellten  Sera,  ihre  wissenschaftlichen  Grund- 
lagen und  unsere  bei  derselben  zur  Anwendung  gelangenden  prüfungs- 
technischen  Maßnahmen  eingegangen  werden.  Bezüglich  der  Wertbe- 
stimmung der  sonstigen  Heil-  und  Schutzsera  sei  auf  die  Arbeit  von 
DüNiTZ  (40)  im  Handbuch  von  Kolle-Wassermann  hingewiesen.  In 
dem  genannten  Handbuche  finden  sich  auch  genaue  Angaben  über  die 
Immunität  bei  den  im  folgenden  erwähnten  Krankheiten. 

a)  Dio  WertbemesBung  der  Antitoxine. 
Um  den  Wirkungswert  eines  antitoxischen  Serums  zu  definieren, 
messen  wir  seinen  Gehalt  an  Antitoxinen.  Allerdings  wären,  wie 
auch  schon  Behring  (21)  betont  hat,  für  die  vollständige  Wertbemes- 
sung eines  Serums  4  Versuchsreihen  anzustellen,  welche  folgende  Fragen 
zu  entscheiden  hätten: 

1)  den  Immunisierungswert  gegenüber  einer  Infektion, 

2)  den  Heilwert  gegenüber  einer  Infektion, 

o)  den  Immunisierungswert  gegenüber  einer  Intoxikation, 

4)  den  Heilwert  gegenüber  einer  Intoxikation. 

Allein  zahlreiche  Versuche  haben  nach  v.  Behring  ergeben,  daß 
ein  stabiles  Verhältnis  zwischen  diesen  vier  Werten  besteht,  so  daß, 
wenn  wir  einen  derselben  genau  kennen,  auf  die  anderen  drei  Rück- 
schlüsse gemacht  werden  können.  Nachdem  dann  aber  Roux  (22)  be- 
hauptet hatte,  daß  nach  bestimmten  Beobachtungen  eine  Parallele  zwischen 
dem  antitoxischen  Wert  eines  Serums  und  seinem  präventiven  und 
kurativen  Wert  nicht  bestehe,  daß  vielmehr  unter  Umständen  hoch- 
wertige Sera  weit  geringere  heilende  und  schützende  Eigenschaften  be- 
säßen als  solche  mit  geringerem  Gehalt  an  Immunitätseinheiten,  hat 
Marx  (23)  im  hiesigen  Institut  diese  Frage  eingehend  untersucht.  Auf 
Grund  umfangreicher  experimenteller  Untersuchungen  über  die  Beziehung 
zwischen  dem  Gehalt  an  Immunitätseinheiten  und  dem  schützenden  und 
heilenden  Wert  der  Diphtheriesera  kam  aber  auch  Marx  zu  dem  Er- 
gebnis, daß  die  toxin-neutralisierende  Kraft  eines  Diphtherieheilserums^ 
(1.  h.  der  Gehalt  desselben  an  Antitoxineinheiten  und  die  immunisierende 
und  heilende  Wirkung  drei  Faktoren  sind,  die  in  engster  Beziehung 
stehen,  und  zwar  in  der  Weise,  daß  der  Immunisierungs-  und  Heil- 
effekt eines  Serums  dem  Gehalt  an  Immunitätseinheiten  direkt  propor- 
tional ist.  Wir  sind  also  hiernach  berechtigt,  die  Wert- 
bemessung der  antitoxischen  Sera  allein  durch  Fest- 
stellung ihres  Gehaltes  an  Immunitätseinheiten  vorzu- 
nehmen und  nicht  gezwungen,  den  Anschauungen  Roux'  entsprechend 
den  präventiven  und  kurativen  Effekt  der  Heilsera  besonders  zu  be- 
stimmen, eine  Forderung,  durch  welche  die  Wertbemessung,  wie  dies 
an  späterer  Stelle  ausdrücklich  auseinandergesetzt  werden  wird,  nicht  un- 
erheblich kompliziert  und  erschwert  werden  würde. 
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Zur  Wertbemessung  eines  antitoxischen  Serums  genügt  es  also 
allein,  dessen  Gehalt  an  Antitoxinen  zu  ermitteln.  Diese  Er- 
mittelung begegnet  nun  beim  Diphtherieserum  und  beim  Tetanusserum 
keinerlei  Schwierigkeiten,  nachdem  wir  seit  den  grundlegenden  Arbeiten 
Ehrlichs  (12,  24,  25)  genaue  Kenntnis  über  die  Konstitution  der  Gifte 
und  über  die  Beziehungen  zwischen  Toxin  und  Antitoxin  besitzen. 

Gegenüber  den  verschiedenartigsten  Anschauungen  über  die  Bin- 
dung zwischen  Toxin  und  Antitoxin  vertraten  Ehrlich 
und  V.  Behring  bereits  von  vornherein  den  Standpunkt,  daE 
zwischen  beiden  Komponenten  eine  direkte  chemische  Beziehung  be- 
stände. Speziell  Ehrlich  (3)  konnte  bei  seinen  Untersuchungen  über 
die  Beziehungen  des  Ricins  zum  Antiricin  durch  Einführung  des 
Reagenzglasversuches  zeigen,  daß  Gift  und  Gegengift  sich  direkt 
chemisch  vereinigen  müssen,  ohne  Mitwirkung  vitaler  Kräfte. 
Spätere  Untersuchungen,  u.  a.  besonders  von  Martin  und  Cherry(2Ii. 
Wassermann  und  Brück  (28,  95)  haben  in  vitro  und  in  vivo  die  von 
Ehrlich  ersterkannte  chemische  Natur  dieser  Bindung  experimentell 
bewiesen,  und  heute  kann  dieselbe  als  sichergestellt  gelten  [vergl.  aucli 
L.  Michaelis  (134)  u.  Levaditi  (94)].  Man  hat  sich  jedoch  die  Ent- 
giftung des  Toxins  nicht  als  eine  Zerstörung  desselben  vorzustellen, 
sondern  man  muß  annehmen,  daß  bei  der  Bindung  Toxin  -  Antitoxin 
eine  neue  und   ungiftige  Verbindung  entsteht. 

Die  von  Ehrlich  gefundenen  Tatsachen  fährten  ihn  zu  folgenden 
Schlüssen  : 

Das  Toxinmolekül  besitzt  zwei  funktionell  verschiedene  Atomkom- 
plexe, eine  die  Giftwirkung  verursachende  labile  (toxophore)  und  eine 
die  Bindung  an  das  Antitoxin  bewirkende  stabilere  (haptophore)  Gruppe: 
das  Antitoxin  wirkt  spezifisch  und  direkt  auf  das  Toxin  ein ;  die  Bindung 
zwischen  beiden  Komponenten  erfolgt  nach  dem  Gesetz  der  Multipla 
als  chemische  Reaktion;  gewisse  scheinbare  Ausnahmen  von  diesem 
Gesetz  werden  durch  die  komplexe  Konstitution  der  Gifte  erklärt. 

Es  würde  wohl  zu  weit  führen,  die  Wirkung  der  einzelnen  Fak- 
toren, welche  bei  der  chemischen  Natur  der  Reaktion  zwischen  Toxin 
und  Antitoxin  für  den  Ablauf  dieser  Reaktion  besonders  wichtig  sind. 
eingehend  zu  besprechen.  Es  kann  hier  nur  hervorgehoben  werden. 
daß  außer  der  Reaktionszeit  besonders  die  Temperatur,  die  Konzentration 
der  Lösungen  und  der  Salzgehalt  der  Medien,  in  denen  die  Reaktion  vor 
sich  geht,  bei  diesem  Neutralisierungsvorgang  von  höchster  Bedeutuni: 
sind,  und  daß  daher  ihr  Einfluß  bei  der  Beurteilung  dieses  Vorganges 
stets  berücksichtigt  werden  muß  [Ehrlich  (12),  v.  Behring  (26). 
Knorr  (119),  Behring  und  Ransom  (8)]. 

Neuere  Untersuchungen  [Morgenroth  (29),  Otto  und  Sachs  (30'] 
haben  es  weiter  wahrscheinlich  gemacht,  daß  man  bei  Vereinigung 
zwischen  Toxin    und  Antitoxin    auch    mit  katalytischen   Einflüssen  (in 
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dem  Subkutan ge webe  bezw.  dem  Serum   selbst)  wird  rechnen  müssen, 
>Yorauf  bereits  v.  Behring  (31)  hingewiesen  hat. 

Kommt  es  nun  darauf  an,  die  antitoxische  Wirkungskraft, 
<1.  h.  den  Gehalt  eines  Serums  an  Antitoxinen  zu  messen,  so  bedarf  es 
hierzu  natürlich  in  erster  Linie  eines  bestimmten,  auf  unbegrenzte 
Zeiten  hin  konstant  zu  erhaltenden  Maßstabes.  Hierzu  dient 
die  „Immunitätseinheit"  (Antitoxineinheit).  Die  Entstehung  der  De- 
finition dieser  Einheit  ist  ursprünglich  auf  den  von  v.  Behring  (26,  32, 
42),  formulierten   Begriff  des   „Tetanusnormalserums"   zurückzuführen. 

„1  ccm  Tetanusnormalserum  sollte  den  zur.  Erreichung  eines  Heil- 
effektes bei  weißen^  Mäusen  erforderlichen  Mindestgehalt  an  Antitoxin 
enthalten."  Als  sich  später  aber  zeigte,  daß  dieser  Heileffekt  von  vielen 
unkontrollierbaren  Faktoren  abhing  und  daher  als  genauer  Maßstab  nicht 
brauchbar  war,  wurde  zwar  der  „Mischungsversuch"  an  Stelle  der  alten 
Methode  gesetzt,  aber  den  weiteren  Berechnungen  des  Antitoxinw^erts 
das  ursprüngliche  Normalserum  bezw.  ein  mit  diesem  Serum  einge- 
stelltes bestimmtes  Gift  zu  Grunde  gelegt  und  1  ccm  Tet.AN^  =  1  A.I. 
gesetzt.  In  ähnlicher  Weise  entstand  das  ^ Diphtherieserum".  Später 
wurde  dann  als  Diphtherienormalserum  von  Ehrlich  und  Behring 
(40)  ein  Blutserum  bezeichnet,  von  dem  0,1  ccm  genau  1  ccm  Norraal- 
gift,  also  100  tödliche  Dosen  0,  neutralisierte.  1  ccm  des  Normal- 
serums, enthielt  die  allen  Wertmessungen  zu  Grunde  gelegte  Maß- 
einheit, „eine  Immunitätseinheit"  (Ehrlich). 

Die  jetzt  in  der  Prüfungstechnik  gebrauchten  Maß- 
(Immunität8-)Einheiten  sind  dagegen  willkürlich  gewählte 
Größen  und  für  das  Diphtherieserum  z.  B.  so  entstanden,  daß  Ehrlich 
eine  bestimmte  Menge  Antitoxin  als  Einheit  bezeichnete,  welche  von  einem 
damals  zur  Verfügung  stehenden  Gift  100  D.L.  so  absättigte,  daß  nach 
Injektion  dieses  Gemisches  auch  nicht  die  geringste  Spur  von  Krank- 
heit (lokaler  und  allgemeiner  Reaktion)  eintrat.  Als  Träger  dieser 
Einheit  wählte  er  das  Antitoxin,  nachdem  sich  einerseits  bei 
der  Diphtherieprüfung  ergeben  hatte,  daß  die  Diphtherie  gifte  hierzu 
nicht  geeignet  waren,  weil  sie,  selbst  wenn  man  sie  sorgfältig  vor 
äußeren  Schädlichkeiten  schützte,  sich  dennoch  allmählich  abschwächten, 
und  es  ihm  andererseits  gelungen  war,  eine  absolut  sichere  Serumkon- 
servierungsmethode zu  finden.    Das  erste  zu  Standardzwecken  verwandte 


1)  Beim  Diphtheriegift  war  diejenige  Menge  Gift  als  einfache  töd- 
liche Dosis  bezeichnet  worden,  die  ausreichte,  um  ein  Meerschweinchen 
von  250  g  akut  in  4 — 5  Tagen  zu  töten  (Ehrlichs  physiolog.  Gifteinheit). 
V.  Behring  hatte  weiter  dann  dasjenige  Gift  als  „Normalgift'*  ange- 
nommen, welches  in  1  ccm  genau  100  einfach  tödlichen  Dosen  enthielt 
(D.T.N.iM**<^  =  Diphtherietoxin  1-fach  normal,  geprüft  an  Meerschweinchen 
von  250  g). 
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Serum,  welches  als  Diphtherie-Urstandard  im  Frankfurter  Institut  ähnlich 
wie  das  Metermaß  in  Paris  aufbewahrt  wird,  ist  z.  B.  ein  seinerzeit 
evakuiertes  Diphtherietrockenantitoxin  von  1700-facher  Stärke.  Da 
nun  der  Maßstab,  wenn  er  verloren  ginge,  unersetzlich  wäre  und  die 
absolute  Konstanthaltung  Grundbedingung  einer  exakten  Wertbemessung 
ist,  so  liegt  natürlich  eine  der  Hauptaufgaben  der  amtlichen  Pröfungs- 
stelle  darin,  mit  allen  zu  Gebote  stehenden  Mitteln  für  die  absolute 
ünveränderlichkeit  der  Maßstäbe  Sorge  zu  tragen. 

Die  Bedeutung  eines  absolut  unveränderlichen  Maßstabes  für  die  Wen- 
bemessung  haben  besonders  die  früheren  Erfahrungen  mit  dem  Diphtherie- 
heilserum gelehrt  (12,  33).  Bekanntlich  gab  es  in  den  ersten  Jahren  cer 
Heilserumtherapie  eine  Zeit,  wo  dieselbe  bei  der  Diplitherie,  besonders  in 
England,  stark  in  Mißkredit  geraten  war,  da  die  Wirkung  der  dort  zur 
Anwendung  gelangenden  Heilsera  sich  als  unzuverlässig  erwies.  Eine 
von  der  englischen  Zeitschrift  ,,The  Lancet**  eingesetzte  Kommission 
konnte  damals  aber  nachweisen,  daß  dieses  Versagen  der  Sera  allein  darauf 
zurückzuführen  war,  daß  die  zur  Anwendung  gelangenden  Sera  ungenügeni 
antitoxinhaltig  waren.  Als  diese  Kommission  nämlich  unter  Benutzung  der 
ihr  vom  Steglitzer  Institut  für  Serumforschung  und  Serumprtifung  gelieferter: 
Prtifungsmaterialien  die  englischen  Sera  nachprüfte,  fand  sie,  daß  dieselben 
zum  Teil  kaum  den  sechsten  Teil  des  angegebenen  Wertes  besaßen,  währeii 
die  in  Deutschland  von  Schering  bezw.  den  Höchster  Farbwerken  hertre- 
stellten  Sera  vollwertig  waren.  Zu  einem  ähnlichen  Eesultat  gelangte 
Madskn  in  Kopenhagen,  als  er  ein  in  Dänemark  vielfach  zur  AnwenduDg 
gelangtes  Serum  untersuchte.  Er  fand  dabei,  daß  diesen  für  thera- 
peutische Zwecke  viel  zu  schwach  war.  Dieses  Vorkommen  zu 
schwacher  Sera  war  nur  so  zu  erklären,  daß  die  in  England  und  Däne- 
mark früher  angewandten  Maßstäbe  sich  abgeschwächt  hatten.  Dali 
damals  das  Steglitzer  Institut  vor  ähnlichen  Unannehmlichkeiten  be- 
wahrt blieb,  verdankte  es  allein  den  sorgfaltigen  Nachprüfungen,  welche 
Ehrlich  mit  dem  Testgift  und  Serum  vornahm.  Dabei  fand  er  die 
außerordentlich  wichtige  Tatsache,  daß  beide  Komponenten  durchaus  har- 
monisch absinken  und  so  ein'fKonstantbleiben  vortäuschen  konnten.  Diese 
Erfahrungen,  einmal,  daß  auch  die  glyzerinhaltigen  Antitoxinlösungen  eine 
Abschwächung  erfahren  können  und  zweitens,  daß  die  Konstanz  des  Xeu- 
tralisationspunktes  eine  sichere  Garantie  für  die  Konstanz  der  Testlösungen 
nicht  bietet,  veranlaßten  seiner  Zeit  Ehrlich,  andere  Konservierun^s- 
methoden  zu  suchen,  die  eine  sichere  Haltbarkeit  garantierten.  Dabei  galt 
es  besonders,  diejenigen  Faktoren  auszuschließen,  welche  nach  chemischen 
Erfahrungen  die  Zerstörung  derart  zersetzlicher  Körper  bedingen :  Wasser, 
SauerstoÜ',  Liclit  und  Wärme. 

Die  Maßnahmen,  welche  nun  unter  Berücksichtigung  dieser  Faktoren 
zur  Konstanthaltung  der  Sera  in  der  Prüfungstechnik  nach  dem  Vor- 
gange Ehrliciis  beim  Diphtherieserum  allgemein  eingeführt  sind,  be- 
stehen in  der  Konservierung  der  Sera  in  EHRLiCHSchen 
Vakuu  mapi)araten  (12,  35,  ;](>)  und  späterer  geeigneter  Aufbewah- 
rung dieser  Api)arate.  Diese  Methode  der  Serumkonservierung  eignet 
sich   ebenso   vorzüglich   zur  Konservierung  größerer  Mengen  trockenen 


Die  staatliche  Prüfung  der  Heilsera.  29 

Serums  (Diphtherie-Standard)  wie  zu  der  kleinster  Serumdosen,  (z.  B. 
Tetanus-Standardserum ,  von  welchem  in  jedem  Vakuumapparat  nur 
0,006  g  Serum  enthalten  sind).  Die  Methode  eignet  sich  ferner  auch 
zur  Konservierung  von  Giften.  Praktische  Momente  sprechen  aber, 
wenigstens  bei  der  Diphtherieprüfung,  für  die  Anwendung  dieses  Ver- 
fahrens allein  beim  Antitoxin. 

Die  Ehrlich  sehe  Serumkonservierungsmethode  ist  kurz 
folgende :  Die  zu  konservierenden  Sera  werden,  falls  es  sich  um  flüssige 
Präparate  handelt,  mit  feinsten  Pipetten  bezw.  Büretten  in  Serumröhrchen 
von  bestimmter  Form  (s.  Fig.  2a)  eingefüllt.  (Es  dürfen  nur  völlig 
native  Sera  ohne  irgend  welchen  Zusatz  benutzt  werden.  Handelt  es 
sich  um  die  Konservierung  von  größeren  Dosen  Trockenserum,  so  müssen 


die  einzelnen  Dosen  auf  der  chemischen  Wage  genau  abgewogen  werden). 
Diese  Serumröhrchen  „a"  bilden  nun  den  Teil  eines  Röhrensystems  (Fig.  2), 
zu  dem  noch  ein  Kölbchen  „i",  das  zur  Aufnahme  von  Phosphorsäure- 
anhydrid dienen  soll,  und  ein  Verbindestück  „c"  gehört.  Nachdem  das 
trockene  Serum  eingefüllt  ist,  bezw.  nachdem  das  in  die  Serumröhrchen 
eingefüllte  flüssige  Serum  im  Exsikkator  über  Nacht  vorgetrocknet  ist, 
werden  die  einzelnen  Stücke  des  Röhrensystems  in  der  aus  obiger  Figur 
ersichtlichen  Anordnung  aneinander  geschmolzen  und  zur  weiteren  voll- 
ständigen Evakuierung  eine  Anzahl  solcher  Apparate  mit  einer  Queck- 
silber-Luftpumpe in  Verbindung  gebracht  (s.  Fig.  3). 

Unter  dem  Einfluß  des  Vakuums  wird  nun  das  Wasser,  welches 
noch  bis  zu  10  Proz.  in  den  Trockenseris  enthalten  ist,  schnell  durch 
das  Phosphorsäureanhydrid  absorbiert  und  zugleich  mit  dem  Sauerstoff 
entfernt.    Nachdem   die  Röhrclien   dann   bei  x  (Fig.  2)  abgeschmolzen 
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sind,  bleiben  sie  noch  längere  Zeit  unter  dem  Einfluß  des  Phosphor- 
säureanhydrids stehen,  bis  dieses  sichtbar  keine  Feuchtigkeit  mehr  auf- 
nimmt. (Prüfung:  Das  durch  Klopfen  vorsichtig  aufgeschüttelte  Anhydrid 
muß  unverändert  bleiben.)  Alsdann  werden  die  das  Serum  enthaltenden 
Teilchen  des  Apparates  bei  y  abgeschmolzen,  und  das  Serum  befindet 
sich  nunmehr  unter  Bedingungen,  die,  wie  die  Erfahrung  gezeigt  hat, 
für  die  Konservierung  die  bei  weitem  geeignetsten  sind.  An  einem 
dunklen,  kühlen  Orte  aufbewahrt,  vermag  sich  das  Serum  so  jahrelang 
unverändert  zu  halten.  Es  ist  jedoch  nicht  vorteilhaft,  wie  ich  auf 
Grund  im  hiesigen  Institut  angestellter  Versuche  (35)  bemerken  möchte, 
die  Absorption  des  Wassers  bei  erhöhter  Temperatur  forcieren  zu  wollen, 
vielmehr  scheint  hierzu  die  geeignete  Temperatur  die  Zimmertemperatur 
zu  sein. 

Von  der  gleichen  praktischen  Wichtigkeit  wie  die  Konservierung 
ist  natürlich  auch  die  absolut  genaue  Fortführung  der  Maß- 
einheit bei  der  Einstellung  eines  neuen  Standardserums, 
falls  das  ursprüngliche  Serum  zu  Ende  geht.  Da  hierbei  jede  Verschie- 
bung der  Maßeinheit  zu  vermeiden  ist,  kommt  es  darauf  an,  daß  das  neue 
Serum  absolut  genau  auf  das  alte  Serum  eingestellt  wird.  Um  sich  vor 
unangenehmen  üeberraschungen  zu  schützen,  muß  man  bei  der  Neuein- 
fällung eines  Serums  zu  Standardzwecken  vor  allem  daran  denken,  daß 
das  Serum  durch  die  einzelnen  Akte  der  Evakuierung  nicht  unerheb- 
liche Verluste  an  spezifischer  Wirksamkeit  erleiden  kann.  Aus  diesem 
Grunde  ist  es  absolut  notwendig,  die  endgültige  Einstellung  erst  dann 
vorzunehmen,  wenn  das  Serum  bereits  eingefüllt  und  evakuiert  ist. 
Man  wird  daher  bei  der  Herstellung  eines  neuen  Standardserums  am 
besten  in  folgender  Weise  verfahren.  Angenommen,  es  handle  sich  um 
die  Neueinstellung  eines  frischen  Diphtheriestandardserums  ^).  Nachdem 
man  sich  durch  Vorprüfungen  von  dem  ungefähren  Werte  des  Serums 
überzeugt  hat,  werden  bestimmte  abgewogene  Mengen  Trocken serum  in 
die  Standardapparate  eingefüllt  und  evakuiert.  Aber  erst  nachdem  das 
Serum  einige  Zeit  gelagert  hat,  beginnt  man  mit  der  genauen  Ein- 
stellung des  Serums  (vergl.  auch  den  folgenden  Abschnitt  ^Testgifte"). 
Zu  diesem  Zwecke  werden  die  benötigten  fertigen  Röhrchen  wieder  ge- 
öffnet und  der  Inhalt  eines  Röhrchens  in  einer  ganz  bestimmten  Flüssig- 
keitsmenge gelöst  Mit  diesem  frisch  gelösten  Serum  wird  nun  zunächst 
der  ungefähre  Wert  des  Serums  ermittelt  (Tabelle  2),  nachdem  man  sich 
zuvor  von  der  Konstanz  der  Prüfungsdosis  des  Testgiftes  überzeugt  hat 
(Tabelle  1).  Ist  beides  geschehen,  so  erfolgt  die  genaue  Einstellung  des 
Serums  in  der  Weise,  daß  man  die  in  Betracht  kommenden  Verdünnungen 
des  Serums  gegen  dieselben  fallenden  Dosen  Gift  prüft,  mit  welchen 
man  1  LE.  des  alten  Standardserums  eingestellt  hatte  (Tabelle  3).    Auf 


1)  Vergl.  hierzu  S.  39  ff. 
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diese  Weise  ist    eine    absolut   genaue    Ermittlung    des  Wertes  eint? 
Serums  möglich,  wie  das  folgende  Beispiel  zeigt: 

Tabelle  No.  1.    Kontrolle  der  Prüfungsdosis. 


Giftmenge 
in  ccm 


Altes 
Standardserum 


Urstandard 


4.  XI.  1902 


Versuch  am: 
4.  XL  I  7.  XI.     11.  XI. !  14.  XI.  ;.18.  XL    2L  XI 
1902    I    1902        1902    i    1902        1902        10/J 


0,76 
0,77 
0,78 

0,79 


davon 
davon 

t4») 
t3V. 


davon 
davon 

t3V, 


davon 
davon 

t3 


davon 
davon 

t* 


davon 

davon 

davon 

t4 


davon  davo- 

+  4  daTo: 

t3  t; 

t3  t3 


Tabelle  No.  2.   Orientierende  Einstellung  des  neuen  StandardseruiL« 
mit  der  Prüfungsdosis  0,78. 


Bei  Ver- 
dünnung 
d.  Serums 
auf  ?-fach 

11.  XL 

1902 

14.  XL 

1902 

Versuch  j 

18.XL|26.XL|29.XL 
1902    1    1902    i    1902 

un: 

3.  XII.  1 
1902    ; 

5.  XII.  1  8.  XU.   15.XII 
1902        1902        VM 

12,0 

12,25 

12,5 

12,75 

13,0 

13,25 

13,0 

13,75 

14,0 

davon 

davon 
t3 

davon  |  davon 

davon     davon 

1 4       davon 

t4         t3 

davon 

t3 
t3 

davon 

davon 

t4 

t3 

Z   i    Z       I 

davon  1  davon       +.3 

davon  1  davon      +4' 

t5          t4    '    +4 

—  •      t3    '    +^ 

—  .      —        t3 

Tabelle  No.  3.    Genaue  Einstellung  des  neuen  Standardserums. 


Giftmenge 
in  ccm 


Am  15.  XII.  1902  ,  Am  15.  XIL 1902 
als  13,0fach  als  13,25fach 


Am  15.  IL  1903     Am  15.  IL  11* 
als  13,25facli     I      als  13,5fach 


0,76 
0,77 
0,78 

0,79 


davon 
davon 
davon 
davon 


davon 
davon 

t4 
t4 


davon 
davon 

t4 

t3 


t4 
t4 
t3 


Erklärung  zu  Tabelle  1  —  3. 

Tabelle  1  zeigt,  daß  auf  Grund  der  mit  dem  alten  Standard  und  dem  Ur- 
standard angestellten  Versuche  die  Lt-(Prüfung8-)Dosis  des  Giftes  =  0,78  ccm  ist 

Aus  Tabelle  2  ergibt  sich,  daß  unter  Benutzung  der  gefundenen  Prüfung*- 
dosis  (=  0,78  ccm)  das  neue  Serum  =  13,25fach,  eventuell  aber  noch  als  13,0-  berw. 
13,5fach  anzusehen  ist. 

Nach  Ausfall  der  Versuche  in  Tabelle  3  und  Vergleich  mit  den  VersucheD 
in  Tabelle  1  ist  das  neue  Serum  in  der  Tat  genau  13,25fach. 

Für  die  praktische  Ausführung  der  Prüfung  ist  also  als  tertium 
coraparationis  noch  ein  G  i  f  t  notwendig.  Theoretisch  kann  man  mit  irgend 
einem  beliebigen  Gift,  wie  es  zur  Verwendung  kommt,  im  einzelnen  Falle 
eine  Messung  eines  derartigen  Serums  vornehmen  und  seinen  Gehalt  an 
Antitoxineinheiten  feststellen,  indem  man  (wie  oben  gezeigt  wurde)  einer- 


1)  t  4  =  tot  am  4.  Ta 
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seits  die  Standardeinheit  in  successiven  Reihen  mit  steigenden  Giftdosen 
versetzt  und  andererseits  beliebige  Verdünnungen  des  betreflFenden  Probe- 
serums in  dieser  Weise  behandelt.  Der  Vergleich  dieser  Reihen  erlaubt 
dann  ohne  weiteres  eine  V^Tertbestimmung.  Natürlich  ist  ein  solcher 
Modus  im  allgemeinen  höchst  unbequem,  indem  für  die  Ermittlung 
jedes  Serums  eine  große  Tierreihe  notwendig  wird,  und  daher  nur 
in  ganz  besonderen  Fällen  (siehe  S.  31  ff.)  anwendbar.  In  der  Praxis 
hat  sich  ein  anderer  V^Teg  bewfthrt.  Derselbe  beruht  darauf,  daß  es 
möglich  ist.  Gifte  eine  gewisse  Zeit  in  ihren  prüfungstechnischen  Eigen- 
schaften konstant  zu  halten.  Beim  Diphtheriegift  ist  dies  einfach  in 
der  Konservierung  in  der  gewöhnlichen  Form  möglich,  sobald  die  Gifte 
„abgelagert"  sind,  beim  Tetanusgift  ist  eine  Konservierung  nur  im 
trockenen  Zustande  möglich.  Solche  Gifte  von  prüfungstechnischer 
Konstanz  werden  als  Standardgifte  bezeichnet  Bei  ihnen  genügt 
es,  ein  einziges  Mal  genaue  Tierserien  vorzunehmen,  deren  Endzweck 
es  ist,  zwei  Giftdosen  [Ehrlich  (12)]  zu  ermitteln,  1)  diejenige  Dosis, 
die  von  der  betreffenden  Antitoxindosis  so  abgesättigt  ist,  daß  sie  über- 
haupt keine  Giftwirkung  mehr  erkennen  läßt,  Lo-Dosis,  und  2)  diejenige 
Giftmenge,  die  so  verändert  ist,  daß  von  den  in  dem  Gifte  enthaltenen 
vielfachen  tödlichen  Giftdosen  nur  eine  einzige  Dosis  letalis  übrig  ge- 
blieben ist  (Lf-Dosis). 

Jede  von  diesen  beiden  Giftdosen  kann  als  Prüfungsdosis  gelten. 
So  war  z.  B.  ursprünglich  beim  Diphtheriegift  die  Prüfungsdosis  der 
Lo-Wert,  während  bei  der  jetzigen  Prüfungsmethode  auf  den  Lf-Wert 
eingestellt  wird. 

Ist  die  Prüfungsdosis,  z.  B.  die  Lf-Dosis,  bei  einem  solchen  Gifte 
einmal  festgelegt,  so  hält  sich  dieselbe  in  der  Regel  sehr  viele 
Monate  lang  unverändert,  wie  die  folgende  Tabelle  No.  4  zeigt. 
Diese  Tabelle  enthält  eine  Zusammenstellung  aller  bisherigen  Diphtherie- 
testgifte mit  Angabe  der  Prüfungsdosen.  Im  ganzen  wurden  seit  1897, 
d.  h.  seit  der  Einführung  der  neuen  EHRLiCHschen  Prüfungsmethode, 
9  Gifte  als  „Prüfungsgifte"  benutzt  Die  Prüfungsdosis  (Lf-Dosis) 
schwankte  bei  den  einzelnen  Giften  zwischen  0,26  und  0,79  ccm.  Die 
Tabelle  zeigt  nun,  wie  gesagt,  daß  sich  die  einmal  ermittelte  Prüfungs- 
dosis meist  recht  lange  unverändert  zu  halten  pflegt,  so  war  sie  z.  B. 
bei  dem  Gift  2,  welches  im  ganzen  12  Monate  als  Prüfungsgift  ver- 
wandt wurde,  unverändert  =  0,5  ccm.  Aus  der  Tabelle  ist  aber  noch 
ersichtlich,  daß  man  in  einzelnen  Fällen  (Gift  1,  4,  7  u.  8)  genötigt  war, 
die  Prüfungsdosis  nach  einigen  Monaten  zu  ändern,  da  sich  das  Gift 
— -  wenn  auch  in  geringem  Grade  —  noch  nach  der  Einstellung  als 
Testgift  abschwächte.  Bemerkenswert  ist  immerhin,  daß  sich  dann  nach 
dieser  Zeit  alle  Gifte  weiterhin  so  lange  unverändert  hielten,  als  sie  in 
Gebrauch  waren,  das  war  bei  dreien  1  Jahr  und  darüber. 

Wenn  man  nun  den  Lq-  hezvf.  Lf-Wert  eines  Giftes  gewonnen  hat, 
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Tabelle  No.  4. 


Testgift 
No. 


im  Gebrauch 


TOD? 


bin? 


mithin  wie 
lange? 


PrüfungBdosis  war 


wie  hoch! 


wie 
lange? 


1 

2 
3 

4 

5 
6 

7 

8 
9 


April  1897 

November  1897 
1898 

September  1899 

Februar  1901 
Nov^nber  1901 

Oktober  1902 

Januar  1904 
Seit  September  1905 


Oktober  1897 


August  1899 

Januar  1901 

Oktober  1901 
S^tember]902 

Desember  1903 
August  1905 


t 

12 
10 

17 

9 
11 

15 

20 


Monate 


a)  0^55  ocm 
h)  0^6      „ 

0,79 

a)  0^ 

b)  0,51 
0,45 
0^6 

a)  0,77 

b)  0,78 

a)  0,38 

b)  0,395 
0,27 


SMoDttf 

2  „ 
12  „ 

10  „ 

3  „ 
14  „ 

9  . 

11  » 
3  „ 

12  „ 
6  „ 

14  „ 
bisher  !(' 


SO  ist  die  Bestimmung  des  antitoxischen  Wertes  eines  Serums,  z.  B. 
eines  Diphtherieserums,  höchst  einfach,  zumal  es  sich  bei  der  PrufaDgs- 
aufgäbe  des  Instituts  nur  darum  handelt,  einen  bestimmten  Wertgehalt 
zu  garantieren.  Soll  z.  B.  ein  Serum  500-fach  sein,  so  muß  in  jedem 
Kubikcentimeter  der  Verdünnung  1 :  500  eine  Antitoxineinheit  enthalten 
sein.  Mischt  man  also  1  ccm  der  Verdünnung  1 :500  mit  der  auf  eine 
Immunitätseinheit  bezogenen  Lo-Dosis,  so  darf  das  Tier,  wenn  das 
Serum  genau  öOOfach  ist,  keine  lokalen  Erscheinungen  zeigen  (d.  b. 
es  muß  am  4.  Tage  „glatV*  sein).  Ist  aber  weniger  als  eine  Immunitöts- 
einheit  in  der  berechneten  Serumdosis  enthalten,  also  das  Serum  nicht 
500*fach,  so  muß  eine  Induration  eintreten.  Aehnlich  verh&lt  es  sich  bei 
der  Prüfung  mit  der  Lf-Dosis.  Wird  z.  B.  ein  zu  prüfendes  Serum  mit 
der  Lf-Dosis  gemischt,  so  sind  4  Möglichkeiten  vorhanden :  1)  das  Tier 
bleibt  glatt,  d.  h.  das  Serum  ist  höherwertig,  2)  das  Tier  stirbt  chronisch 
unter  lokalen  Krankheitserscheinungen  oder  kommt  gerade  noch  mit 
dem  Leben  davon,  d.  h.  das  Serum  hat  etwas  über  den  genauen  Wert, 
3)  das  Tier  stirbt  am  4.  Tage,  d.  h.  das  Serum  besitzt  gerade  den  an- 
gegebenen Wert,  oder  4)  das  Tier  stirbt  innerhalb  der  ersten  3  Tage» 
d.  h.  das  Serum  ist  uhterwertig.  In  der  Prüfungspraxis  ver- 
langen wir  nun  —  wie  hier  vorausgenommen  werden  mag  —  daß 
ein  zur  Prüfung  gestelltes  Diphtherieserum  aus  bestimmten  Gründen 
(siehe  S.  45)  nicht  nur  den  absolut  genauen  Wert  besitzt, 
sondern  höherwertig  ist  und  statt  den  sub  3)  genannten  Be- 
dingungen mindestens  den  sub  2)  angeführten  Anforderungen  entspricht. 

Hat  man  nun  absolut  konstante  Maßstäbe  zur  Verfügung,  so  be- 
darf es  noch  eines  Indikators,  der  anzeigt,  inwieweit  die Nentnüi- 
sierung  zwischen  einem  gegebenen  Antitoxin  und  einem  bestimmten 
Toxin  erfolgt  ist,  da  eine  bestimmte  Serumdosis  stets  nur  eine  be- 
stimmte Menge  Gift  bindet.  Hierzu  bedienen  wir  uns  des  Tierkörpers, 
und  zwar  kommt  es  darauf  an,  eine  Tierspecies  von  genügend 
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mäßiger  Empfänglichkeit  bezw.  Resistenz  zu  besitzen.  Denn  nur  wenn 
diese  Bedingung  erfüllt  ist,  ist  eine  genaue  Messung  möglich.  Dies  ist 
nicht  bei  allen  Giften  der  Fall.  Ein  typisches  Beispiel  hierfür  bietet 
das  Crotin  (Ehrlich). 

Gegenüber  diesem  Gifte  finden  sich  bei  den  Tieren  alle  möglichen 
Differenzen  insofern,  als  das  eine  Tier  unempfindlich  und  das  andere 


Fig.  4. 


hoch  empfindlich  ist.  Wendet  man  z.  B.  ein  Gemisch  von  Crotin  und 
Anticrotin  an,  das  nicht  vollkommen  gesättigt  ist,  so  kann  dies  bei  un- 
empfindlichen Tieren  doch  als  gesättigt  erscheinen.  Es  ist  also  Voraus- 
setzung der  Messung  der  Wirksamkeit  eines  antitoxischen  Serums,  daß 
man  Tiere  von  gleichmäßiger  Empfindlichkeit  zu  Gebote  hat,  die  nicht 
solche  Schwankungen  zeigen.  Dies  ist  nun  bei  den  der  staatlichen 
Prüfung  unterstellten  Seris  der  Fall,  insofern  als  wir  im  Meerschweinchen 
für  das  Diphtheriegift  und  in  der  Maus  (und  dem  Kaninchen)  für  das 
Tetanusgift  Tiere  von  hoher  gleichmäßiger  Empfänglichkeit  besitzen. 

3* 
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Sind  diese  Hauptbedingungen  für  die  Wertbestimmung  eines  anti- 
toxischen  Serums  erfüllt,  so  ist  dessen  quantitative  Wertmessung  mit 

größter  Genauigkeit  möglich, 
wie  dies  z.  B.  die  von  Ehr- 
lich ausgearbeitete  Prfifangs- 
methode  für  das  Diplltheri^ 
gift  zeigt,  welche  mit  einer 
Fehlergrenze  von  höchstens 
2  Proz.  arbeitet  Selbst  die 
Bestimmung  kleinster  Mengen 
Diphtherieantitoxin  begegnet 
dann  keinen  Schwierigkeiten. 
wie  eine  von  Ehrlich  und 
Marx  (37)  ausgearbeitete  Me 
thode  beweist,  welche  bei  Be- 
nutzung eines  geeigneten 
Giftes^)  gestattet,  den  Wert 
eines  Serums,  das  bis  zu  ^1^^ 
Immunitatseinheiten  in  1  ccm 
enthält,  exakt  festzustellen. 

Um     stets     gleichmäßige 
Resultate  zu  erzielen,  ist  es 
gerade  bei  der  Giftabmessnng 
notwendig,    mit   Meßappa- 
raten zu  arbeiten,  die  selbst 
die     kleinsten      Flüssigkeits- 
mengen mit  absoluter  Genauig- 
keit abzuteilen  gestatten.   Es 
sind  daher  für  die  speziellen 
Zwecke  der  staatlichen  Serum- 
Prüfung  bestimmte  Pipetten  von  Ehrlich  eingeführt  worden,  welche 
teils  auf  Inhalt,  teils  auf  Ausfluß  geeicht  sind  und  als  „Voll"-  bezw. 
„Feinpipetten**   von  der  Firma  F.  &  M.   Lautenschläger  in  Berlin 


Fig.  5. 


1)  Diese  Methode  benutzt  als  Indikator  die  ödemmachende  Wirkung 
des  Diphtheriegiftes ;,  es  handelt  sich  dabei  darum,  diejenige  Menge  Anti- 
toxin festzustellen,  welche  genügt,  um  die  geringste  noch  deutlich  ödem- 
machende  Dosis  völlig  oder  gar  nicht  mehr  sichtbar  zu  beeinflussen.  Die 
mehr  oder  weniger  große  Feinheit  des  Nachweises  ist  daher  von  der 
Konstitution  des  Diphtheriegiftes  abhängig !  Gegen  diese  Methode,  welche 
naturgemäß  weniger  für  die  Prüfungspraxis  als  für  wissenschaftliche  Unter- 
suchungen bestimmt  ist  [sie  wurde  z.  B.  von  Salge  (137)  zum  Nachweis 
kleinster  Mengen  Antitoxin  im  Blute  von  Säuglingen,  die  mit  Ammenmilcli 
Diphtherieantitoxin  stomachal  eingeführt  erhielten,  sehr  erfolgreich  ver- 
wandt], sind  von  einigen  Seiten  theoretische  Einwände  (139)  erhoben  worden, 
die  aber  bei  der  Nachprüfung  sich  nicht  als  stichhaltig  erwiesen  haben 
[Uffenheimer  (138)]. 
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in  den  Handel  gebracht  werden.  Die  „Feinpipetten''  sind  auf  Vioo  ccm 
geeicht  and  werden  von  uns  in  folgenden  Sätzen  vorrätig  gehalten: 

0,7—2,0  ccm  3,5—4,5  ccm 

1,5-3,0     „  4,0-5,0     „ 

3,0 — 4,0     „  und  4,5—5,5     „ 

Diese  Pipetten  (und  auch  wohl  die  bekannten  „Stangen'*)  werden  bei 
Versuchen  zur  Ermittelung  der  Giftigkeit  eines  Toxins  und  des  Ab- 
sättigungsverhältnisses  zwischen  Toxin  und  Antitoxin  speziell  zur  Ab- 
messung des  Toxins  benutzt.  Bei  der  Abmessung  der  Serumverdünnungen, 
speziell  des  Diphtheriestandardserums,  bedienen  wir  uns  dagegen  der  so- 
genannten „Vollpipetten",  d.  h.  auf  Inhalt  geeichter  Pipetten.  Die  gewöhn- 
lichen Ausflußpipetten  sind  für  diese  Zwecke  unbrauchbar,  da  besonders 
das  infolge  seines  hohen  Glyceringehaltes  dickflüssige  Standardserum  an 
den  Wandungen  der  Pipette  nicht  unerhebliche  Serummengen  zurückläßt. 
Bei  den  Vollpipetten  kann  man  indessen  nach  Ausfluß  des  Serums  mit  der 
Lösungsflüssigkeit  die  Pipette  sorgsam  ausspülen.  Wir  besitzen  außer 
auf  1  ccm  geeichten  Vollpipetten  noch  folgende  Größen,  welche  zur  Ab- 
messung der  Verdünnungsflüssigkeit  benutzt  werden:  Pipetten  geeicht 
auf  2,  3,  4,  5,  6,  7-10,  17—20,  27-30,  38-40,  48-50,  59,  69,  79, 
99—100. 

Das  Füllen  der  Pipetten  nehmen  wir  stets  in  der  Weise  vor,  daß 
wir  an  dem  oberen  Ende  direkt  mit  dem  Munde  saugen.  Da  dieses 
Verfahren  und  auch  das  Verschließen  der  Pipette  durch  Aufsatz  mit  dem 
Finger  bei  infektiösen  Flüssigkeiten  nicht  ungefährlich  sein  kann,  so 
hat  man  versucht,  das  Saugen  mit  dem  Munde  durch  eine  andere  Saug- 
vorrichtung (z.  B.  Gummiballon,  Aspirationsspritze,  Quetschhahn)  zu 
ersetzen.  Allein  alle  derartigen  Aufsätze  sind  wenig  praktisch.  Eine 
rühmliche  Ausnahme  scheint  dagegen  eine  neue  von  KtJSTER  (38)  kon- 
struierte Saugvorrichtung  zu  machen,  welche  mit  Hilfe  eines  luftdicht 
zu  befestigenden  Pipettenaufsatzes  eine  genaue  (bis  Viooo  ccm)  und 
rasche  Abmessung  kleinster  Flüssigkeitsmengen  gestattet.  Das  sichere 
Funktionieren  des  Apparates  beruht  auf  einem  steilen  Schraubengewinde, 
durch  welches  der  Gang  des  Saugkolbens  geregelt  wird. 

Erwähnt  sei  noch,  daß  wir  alle  Mischungen  von  Gift  -f-  Serum  in 
kleinen  Fläschchen  (aus  dunklem  Glase)  vornehmen  und  uns  zu  diesem 
Zweck  die  verschiedensten  Größen  (sterilisiert)  vorrätig  halten.  Aus 
diesen  Fläschchen  entnehmen  wir  bei  kleinen  Mengen  (z.  B.  der  TetAUUs- 
prüfuDg)  mittelst  der  graduierten  Injektionsspritzen  das  zu  injizierende 
Quantum,  bei  größeren  Mengen  Flüssigkeit,  z.  B.  bei  der  Diphtherie- 
senimprüfung,  gießen  wir  die  Gemische  zur  Injektion  in  die  geöffnete 
KocHsche  Spritze  und  spülen  das  Fläschchen  sorgfältig  mit  Kochsalz- 
lösung nach.  Um  jedes  Umgießen  von  abgemessenen  Mengen  zu  ver- 
meiden, verfährt  Rosenaü  (39)  in  der  Weise,  daß  er  die  Mischungen  in 
der  Spritze  selbst  vornimmt  und  zu  diesem  Zwecke  sich  eine  Batterie 
Spritzen  vorrätig  hält,  wie  es  Fig.  6  zeigt. 
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Im  einzelnen  erfolgen  nun*  die  Prüfungen  der  beiden  staatlich  kon- 
trollierten antitoxischen  Sera  in  folgender  Weise: 


cr5* 


1.  Die  Prüfung  des  Diphtherieheilserums. 
Die  amtliche  Prüfung  des  Diphtherieheilserums  im 
Institut  wird  bestimmungsgemäß  stets  von  zwei  Institutsmitgliedern  g^ 
trennt  ausgeführt.  Stimmen  die  Prüfungen  beider  Beamten  nicht  überein, 
so  muß  die  Prüfung  von  beiden  wiederholt  werden.  Bei  nochmaliger 
Differenz  ist  die   Untersuchung   in   Gegenwart  des  Direktors  des  In- 
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stituts  fOr  experimentelle  Therapie  zu  wiederholen.  Bei  Uebereinstim- 
mung  der  Prüfung  wird  von  beiden  Beamten  der  Zulassungsschein 
ausgestellt  und  an  die  Fabrik  gesandt.  Die  Prflfung  selbst  besteht  in 
der  Feststellung 

1)  der  Unschädlichkeit  und 

2)  des  Wirkungswertes  des  zu  prüfenden  Serums. 

Die  zu  diesem  Zwecke  angestellten  Sterilitätsproben  und  geimpften 
Tiere  werden  6  Tage  lang  beobachtet.  Ein  Teil  der  zur  Untersuchung 
eingesandten  Fläschchen  wird  zu  den  später  noch  zu  besprechenden, 
offiziellen  Nachprüfungen  aufbewahrt  Bezüglich  der  Prüfung  auf  „Un- 
schädlichkeit*' sei  auf  S.  19  hingewiesen. 

DieWertbestimmung,  zweifellos  der  wichtigste  Akt  der  amt- 
lichen Serumprüfung,  erfolgt  in  der  Weise,  daß  nach  der  von  Ehrlich 
eingeführten  Wertbemessungsmethode  (12)  das  Serum  auf  seinen 
Antitoxingehalt  geprüft  wird. 

Ursprünglich  ging  man  bei  der  Wertbemessung  des  Diphtherieheil- 
sernma  in  der  Weise  vor,  daß  man  die  Versuchstiere  mit  der  sicheren 
tödlichen  Dosis  einer  virulenten  Kultur  infizierte  und  ihnen  dann  fallende 
Mengen  Heilserum  injizierte.  Auf  diese  Weise  ermittelte  man  die  Dosis, 
welche  genügte,  um  Tiere  vor  dem  Tode  zu  schützen.  Allein  trotzdem 
man  sich  bei  dieser  Prüftmgsmethode  die  größte  Mühe  gab,  alle  Störungen, 
die  durch  ungleiches  Tiermaterial  oder  die  Kulturvirulenz  bedingt  waren, 
auszuschalten ,  gelang  es  nicht,  zu  einer  genügend  sicher  arbeitenden 
Prüfuugsmethode  zu  kommen.  Dies  war  auch  noch  nicht  möglich,  als  man 
die  Methode,  den  „Heilwert**  des  Serums  zu  bestimmen,  verließ  und  den 
^Immunifiierungswert'^  gegen  die  nachfolgende  Infektion  prüfte.  Man  kam 
erst  zu  besseren  Resultaten,  als  v.  Bbrbino  (21,  127)  an  die  Stelle  der 
Infektion  die  Intoxikation  setzte,  ein  Verfahren,  das  Erblich  bereits  bei 
seinen  Untersuchungen  über  die  Ricinimmunität  angewandt  hatte. 

Einen  weiteren  wesentlichen  Fortschritt  in  der  Prüfungstechnik  des 
Biphtherieserums  bedeutete  die  von  Ehrlich,  Kossbl  und  Wassbbmann  (41) 
ausgearbeitete  Oiftserummischungsmethode.  Der  Vorzug  dieser  Methode, 
bei  welcher  mit  der  lOfach  tödlichen  Dosis  gearbeitet  wurde,  gegenüber 
den  früheren  bestand  darin,  daß  Gift  und  Serum  gemischt  injiziert  wurden, 
wodurch  eine  stets  gleichmäßige  Einwirkung  beider.  Körper  aufeinander 
innerhalb  des  Tierkörpers  erreicht  wurde.  Man  verfuhr  dabei,  um  den 
Wert  eines  Serums  festzustellen,  in  der  Weise,  daß  fallende  Dosen  des 
zu  prüfenden  Serums  im  Reagenzglas  mit  dem  Testgift  gemischt  wurden 
und,  nachdem  die  Flüssigkeit  auf  4  com  aufgefüllt  war,  Meerschweinchen 
von  250  g  sukutan  injiziert  wurden.  Wenn  nun  z.  B.  die  Testgiftdosis 
durch  i/jQ  ccm  Serum  neutralisiert  wurde,  so  enthielt  das  Serum  in  1  ccm 
genau  1  I.E.  Die  Neutralisation  wurde  als  genügend  angesehen,  wenn  das 
Giftserumgemisoh  nur  eine  unbedeutende  Reaktion  hervorrief,  die  bis  zum 
4.  Tage  rückgängig  geworden  war  (L^  «=«  Wert). 

Aber  auch  diese  verbesserte  Methode  erwies  sich  als  nicht  genügend, 
denn  es  zeigte  sich^  daß  Sera,  die  mit  verschiedenen  Giften  in  den  ver- 
schiedenen Instituten  geprüft  waren,  ganz  ungleiche  Werte  hatten,  wie 
dies  die  bereits  oben  erwähnten  Vorkommnisse  in  England  und  Däne- 
mark bewiesen.  Es  ergab  sich  hieraus  einerseits  die  Berechtigung  der 
Klagen   von    seiten  der  Aerzte  über  Mißerfolge,  als  auch  andererseits   die 
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Eorderang,  im  Interesse  der  Serumtlierapie  eine  Wertbemessnngsmethode 
zu  finden,  welche  derartige  Möglichkeiten  ansschloß.  Dies  gelang  nun 
Ehrlich  anf  Grund  zahlreicher  Untersuchungen,  deren  Bjrgebniase  er  in 
seinen  Abhandlungen  „Die  Wertbemessung  des  Diphtherieheil- 
serums^  (12)  und  „üeber  die  Konstitution  des  Diphtherie- 
gifte  8^  (25)  zuzammengefaBt  hat.  Ehrlich  hat  sich  dadurch  das  große 
Verdienst  erworben,  die  Wertbemessung  des  Diphtherieheilserums  aaf  eine 
sichere  Ghrundlage  gestellt  und  das  Vertrauen  der  Aerzte  dem  zom  Teil 
arg  in  Mißkredit  geratenen  Serum  wieder  gewonnen  zu  haben. 

Der  fundamentale  Fortschritt  der  EHRLiOHschen  Methode  der 
Wertbemessong  lag  darin,  daß  Ehrlich  das  Gift  als  Träger  der 
Maßeinheit  verließ  und  statt  dessen  das  Antitoxin  hier- 
für wählte.  Zu  dieser  Aenderung  wurde  er  durch  die  schon  er- 
wähnte wichtige  Entdeckung  veranlaßt,  daß  die  beiden  analysierbaren 
Funktionen  der  Gifte,  ihre  Giftwirkung  und  ihre  Fähigkeit,  Antitoxine 
zu  binden,  durchaus  nicht  zahlenmäßig  parallel  gehen.  Als  Grund  hier- 
für erkannte  er  die  komplexe  Konstitution  des  Diphtheriegiftes,  das 
man  bis  dahin  allgemein  für  einen  einheitlichen  Körper  gehalten  hatte 
in  dem  man  aber  nach  den  Untersuchungen  Ehrlichs  neben  zwei  ver- 
schiedenen primären  Giften,  dem  Toxin  und  Toxon,  eine  Anzahl  sekun- 
därer Gifte  verschiedener  Avidität  zum  Antitoxin  annehmen  muß.  Da 
die  sekundären  molekularen  Umlagerungen,  bei  denen  die  ungiftigen, 
aber  antitoxinbindenden  Toxoide  entstehen,  vom  Augenblick  der  Gift- 
bildung an  vor  sich  gehen  und  erst  ziemlich  spät  —  etwa  nach  einem 
Jahre  —  aufhören,  so  war  es  erklärlich,  das  man  einerseits  bei  der 
Wertbemessung  mit  einem  und  demselben  Gifte  zu  verschiedenen  Zeiten 
als  auch  andererseits  mit  verschiedenen  Giften  zu  der  gleichen  Zeit  un- 
gleiche Resultate  erhalten  mußte. 

Eine  weitere  Verbesserung  der  neuen  EHRLiCHSchen  Prüfungs- 
methode bestand  darin,  daß  Ehrlich  statt  der  bis  dahin  üblichen  W 
Dosis  die  Lf-Dosis  als  Prüfungsdosisis  einführte.  Während  nämlich  das 
Urteil,  ob  noch  eine  geringgradige  Reaktion  am  4.  Tage  vorhanden  ist 
oder  nicht,  bei  der  ersteren  Methode  ^)  häufig  schwierig  ist  und  infolge- 
dessen Meinungsverschiedenheiten  entstehen  konnten,  wurde  durch  die  Ein- 
führung der  Lf-Dosis  als  Prüfungsdosis  an  Stelle  des  unsicheren,  mehr 
dem  subjektiven  Ermessen  überlassenen  Befunde  ein  objektiver  Befand  ge- 
setzt Der  Tod  bezw.  das  Ueberleben  des  Tieres  zeigte,  wenn  man  sich 
so  ausdrücken  will,  rein  automatisch  den  Wertgehalt  des  Serums  an. 
Auch  trug  der  Umstand  zur  Verbesserung  der  Schärfe  der  Ehruch- 
schen  Methode  bei,  daß  man  nicht  mehr  den  neutralisierenden  Wert 
einer  ^/lo,  sondern  einer  vollen  I.E.  ermittelte.  Durch  diese  Verbesse- 
rungen wurde  es  erreicht,    daß   die  neue  Prüfungsmethode  mit  einer 

1)  Die  Möglichkeiten  zu  Differenzen  liegt  zum  Teil  darin,  daß  die 
lokale  Reaktion  verschieden  ist,  je  nachdem  man  rein  subkutan  oder  snb- 
muskulär  injiziert.     In  letzterem  Falle  ist  die  Keaktion  deutlich  geringer. 
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Fehlerquelle  von  höchstens  2  Proz.  arbeitete.  Diese  fast  absolute  Ge- 
nauigkeit wurde  am  schlagendsten  bewiesen  durch  Wertbemessungen, 
welche  gleichzeitig  an  den  verschiedensten  Orten  (London,  Kopenhagen, 
Steglitz  u.  8.  w.)  vorgenommen  wurden,  und  ihr  allein  ist  es  zu  verdanken, 
daß  auch  das  Ausland  fast  allgemein  sich  den  EHRLiCHschen  Maßstab  zu 
eigen  gemacht  hat,  wodurch  für  die  Einheit  der  Wertbemessung  des  Diph- 
therieserums und  damit  für  die  Beurteilung  der  Serumtherapie  außer- 
ordentlich viel  gewonnen  wurde.  So  wird  denn  zur  Zeit  die  „EHRLiCHSche 
Immunitätseinheit^  auch  im  Auslande  von  einer  großen  Reihe  staatlicher 
Institute  und  wissenschaftlicher  Laboratorien,  die  regelmäßig  alle  zwei 
Monate  frisch  eingestelltes  Standardserum  vom  Frankfurter  Institut  be- 
ziehen, bei  der  Wertbemessung  der  Diphtheriesera  verwandt,  und  zwar 
insgesamt  von  etwa  40  Anstalten,  die  sich  auf  folgende  Länder  ver- 
teilen: Dänemark,  England,  Niederlande,  Norwegen,  Rußland,  Oester- 
reich-Ungam,  Schweiz,  Italien,  Spanien,  Portugal,  Rumänien,  Bulgarien, 
Nordamerika,  Kuba,  Indien  und  China.  Wie  wenig,  besonders  früher, 
die  ausländischen  Sera  den  angegebenen  Werten  entsprachen,  möge 
folgende  Tabelle  (No.  5)  zeigen,  in  welcher  der  „angegebene**  und  „tat- 


Tabelle  Nr.  5. 

T-fd 

BezeichnuDg  des 
Serums 

Ausgegeben  , 
am? 

An^eebener 

Im  Frankfurter  Institut 
gefundener  Wert 

No. 

?  I.E. 

in 
?  ccm 

?  I.E. 

pro  1  ccm 

Serum 

Datum  der 
Prüfung 

?  I.E.  in 
Iccm 
Serum 

1 

BuBs.  S.  0. 

27. 

VIII.  97 

1500 

150 

8.  II.  98 

ungef.  75 

2 
3 

Span.  8.  B. 
Am.  8.  M.  C.  S.  1 

20. 

? 
VI.  98 

10,0 

? 

500 

? 
100 

25.  IV.  98 
3.  IX.  98 

=  0 
>  250 

4 

Am.  S.  P.  D.  4 

14. 

VII.  98 

5,0 
2000 

266 

3.  IX.  98 

<275 
>280 

5 

Am.  8.  H.  D.  8 

21. 

V.  98 

7.5 
2500 

555 

3.  IX.  98 

• 

<300 
ungef.  660 

6 

Am.  S.  H.  D.  4 

23. 

VI.  98 

4,5 
1500 

ca.  230 

3.  IX.  98 

>  210 

7 

Am.  8.  G.  D.  A. 

? 

6,5 
3000 

ca.  150 

5.  IX.  98 

<  220 
>  75 

8 

Am.8.  H.D.6a 

28. 

III.  98 

20,5 
3000 
11,0 
3000 
7,0 
1000 

273 

9.  IX.  98 

<  100 
ungef.  375 

9 

Am.  S.  P.  D.  5 

? 

430 

9.  IX.  98 

ungef.  500 

10 

Ru88.  S.  C.  M.  G. 

19. 

X.  98 

333 

21.  XI.  98 

ungef.  350 

11 
12 

E.  D.  St  8. 
(Trockenserum) 
Belg.  8.  88 

1. 

? 

IL  99 

3,0 
1500 

3200 
200 

27.  I.  99 
4.  VIII.  99 

ung.  2660 
200 

13 
14 

Belg.  8.  91 
F.  P.  8.  87 

3. 

1. 

X.  96 

VI.  98 

7.5 
2000 

iö,o 

1500 
10,0 

200 
150 

4.  VIll.  99 
4.  VIlI.  99 

>  125 

<  150 

>  75 

<  100 
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Lfd. 

Bezeichnung  des 
Serums 

Ausgegeben 
am? 

Angegebener 
Wert 

Im  Fraokfurter  Institut 
gefundener  Wert 

No. 

?  I.E. 

in 
?ocm 

?  LE. 

pro  1  ocm 

Serum 

Datum  der 
Prüfung 

?IJi.in 
1  can 
Serum 

15 

F.  P.  S.  83 

15.  m.  96 

2000 
1Ö,0 
1200 

200 

4.  Vm.  99 

>30 

18 

Belg.  S.  88 

27.  XI.  97 

120 

5.  VIIL  99 

<  40 

unget  75 

17 

Ö.  B.  Kr. 

27.  m.  99 

10,0 
1000 

200 

21.  VI.  99 

ungef.  löij 

18 

S.  S.  A. 

16.  I.  00 

5,0 
1000 

200 

26.  V.  00 

ungef.  20f 

19 

R.  R.  S. 

12.  IV.  00 

5,0 

600 

3.  X.00 

>  a=3Ö 

20 
21 

RK.  104 
Belg.  S.  26 

? 
27.  VIII.  00 

1750 

600 

175 

4.  I.  Ol 
2.  X.  Ol 

<4fJ) 

'    eoo 

1  >  135 

22 

Belg.  S.  58 

26.  X.  00 

10,0 
15Ö0 

136 

2.  X.  Ol 

.   <144 

■  >eo 

23 

Belg.  S.  8040 

10.  VIII.  Ol 

1500 

187,5 

2.x.  Ol 

'  <Ö6 
>13S 

24 

'  25 
26 
27 
28 
29 

F.  P.  S. 

R.  G. 
R.  D.  0. 

J.  8.  B.  a) 
J.  S.  B.  b) 
E.  S.  B. 

? 

31.  III.  02 
21.  X.02 

? 

t 

f 

2000 

175  (?) 

500 
400 
150 
250 
500 

2.  X.  Ol 

21.  IV.  02 

12.  X.  02 

2.  II,  03 

2.  II.  03 

7.  lU.  03 

<  IJd 

>  162 

<168 

■  ungef.  Wj 

,  ungef.  W 

ungef.  llo 

'  >250 

>3iX) 

30 
31 

32 
33 

F.  St.  S. 
Jap.  S.  S.  25 

E.  D.  A.  W.  1 
E.D.  A.W.2 

?  XI.  02 

? 

? 
? 

4,0 

1000 
"3,0 
2000 

18 
500(550?) 

333 

666 

6.  III.  03 
25.  III.  03 

2.  VII.  04 
2.  VII.  04 

1  <m) 

'       24 

;  >m 

.   <  551J 
nicht  voU 

250 
knapp  tx««  j 

34 

Bras.  A.  dift.  M. 

9.  7.  04 

3,0 
1500 

500 

24.x.  04 

>  10 

35 

Am.  St.£er. 

14.  XII.  05. 

3,0 

IIA 

3.  II.  06 

<20 

sächliche"  Wert  von  35  im  hiesigen  Institut  untersuchten  ausländischen 
Seris  gegenübergestellt  ist.  In  dieser  Tabelle,  die  die  besagte  Tatsache 
klar  demonstriert,  sei  nur  auf  die  Nummern  2  und  34  hingewiesen,  um 
zu  zeigen,  daß  mehrfach  selbst  völlig  und  fast  wertlose  Präparate  im 
Auslande  in  den  Handel  gebracht  wurden. 

Während  heutzutage  also  in  den  auswärtigen  Seruminstituten  meist 
die  EHRLiCHsche  Prüfungsmethode  zur  Anwendung  gelangt,  geschieht 
dies  in  Frankreich  nicht,  vielmehr  erfolgt  hier  die  Wertbemessung  nach 
einem  von  dem  EHRLiciischen  nicht  unerheblich  abweichenden  Ver- 
fahren. 

Bei  der  Methode  (22),  wie  sie  im  Institut  Pasteur  bei  der  Bewertung 
des    Diphtherieserums  angewandt    wird,    verfährt  man    in   der  Weise,  dai) 
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man  das  Serum  1)  aaf  seine  Schatzkraft  (pouvoir  pröventif)  und  2)  aut 
seine  Heilkraft  (pouvoir  ouratif)  prttft.  Man  beseichnet  die  Schutzkraft 
eines  Serums  mit  60000,  wenn  ^/|oo  ^^^  Serum  ein  Meerschweinchen 
von  500  g  gegen  die  ein  Kontrolltier  von  dem  gleichen  Gewicht  in 
30 — 40  Stunden  tötende  Dosis  Gift  schützt.  Die  Beziehung  zwischen 
dem  Gewicht  des  Tieres  und  der  Menge  des  angewandten  Serums  bemiüt 
also  seine  Schutskraft.  Das  Serum  wird  den  Tieren  (Meerschweinchen) 
12  Standen  vor  dem  Gifte  injiziert  und  das  Tier  darf  nach  4 — 6  Tagen 
keinen  Gewichtsverlust  erlitten  haben.  Andererseits  bewertet  man  die 
Heilkraft  des  Serums,  indem  man  einem  Tiere  die  Dosis,  welche  die 
Kontrolltiere  in  36 — 40  Stunden  tötet,  und  6  Stunden  später  eine  be- 
stimmte Serummenge  injiziert.  Die  Meerschweinchen,  welche  am  6.  Tage 
leben,  werden  als  geheilt  betrachtet  und  ein  Serum  würde  z.  B.  lOOOfaoh 
sein,  wenn  0,05  com  ein  Meerschweinchen  von  500  g  unter  diesen  Bedingungen 
zu  retten  vermögen. 

Madsbn  (34)  hat  sich  der  Aufgabe  unterzogen  und  vergleichende  Prüfungen 
mit  der  EnRUCHSchen  und  der  französischen  Methode  angestellt  Dabei 
stellt  sich  einmal  heraus,  daß  bei  der  französischen  Methode  selbst  Unter- 
schiede im  Werte  von  1:100000  und  1 :  200  000  mit  Sicherheit  oft  nicht 
festzustellen  waren  (vergl.  Tab.  6).  Weiterhin  zeigte  sich  aber  noch,  daß 
das  Resultat  bei  dieser  Methode  erst  nach  einer  Woche  ersichtlich  ist, 
und  daß  zur  Anstellung  derselben  stets  eine  Anzahl  Tiere  gehören,  ganz 
abgesehen  davon,  daß  —  wenn  man,  wie  dies  gestattet  ist,  bei  der  Be- 
stimmung der  Werte  mit  lebenden  Kulturen  arbeitet  —  gleichmäßig  ver- 
laufende Versuchsreihen  nie  sicher  zu  erzielen  sind. 

Tabelle  No.  6. 


Verhältnis  zum 

Semm 

Gewicht  des 
Tieres 

Ausfall  der  Probe 

Infiltration 

No.  1 

1:  50000 

das  Meerschweinchen  lebt 

kleine  Infiltration 

1:  50000 

desgl. 

11             11 

1;  100  000 

desgl. 

große           „ 

1:100000 

desgl. 

t  3    Tage  nach  der  Einspritzung 

11             11 

1:200000 

~~ 

1:200000 

T    «'  /j       »t              f)             M                         t) 

— 

Na  2 

1:100000 

das  Meerschweinchen  lebt 

große  Infiltration 

1:100000 

desgl. 

If             11 

1:100000 

t  5  Tage  nach  der  Einspritzung 

1:200000 

T    «^           M                Jf              fj                            ti 

— 

1:200000 

T  O      „         |,        ,,               „ 

— 

No.  3 

1:100000 

das  Meerschweinchen  lebt 

große  Infiltration 

1:100000 

t  60  Std.  nach  der  Einspritzung 

— 

1:100000 

t  60     „        i>       II             »1 

— 

1:200000 

T  ^*^     »>        >»       11             » 

— 

1:200000 

T  ^      »»         »f        1»                11 

— 

No.  4 

1:100000 

das  Meerschweinchen  f  27,  Tage  nach 
der  Einspritzung 

— 

1:100000 

lebt 

kleine  Infiltration 

1:200000 

t  27,  Tage  nach  der  Einspritzung 

— 

1:200000 

lebt 

kleine  Infiltration 

Diese  Untersuchungen  Madsens  beweisen  also  die  Ueberlegenheit  der 
EHTiLiOHSchen  Methode   in  Bezug    auf  Einfachheit,   Schnelligkeit  und   Ge- 
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nauigkeit  ebenso  sicher,  wie  die  oben  (S.  25)  genannten  Experimente  von 
Marx  die  Unrichtigkeit  der  Bouxschen  Anschauung  klarstellen,  daß  näm- 
lich der  präventive  und  kurative  Effekt  der  Diphtherieheilsera  besonders 
bestimmt   werden  müsse  [vergl.  Wbrnicke  (123)]. 

Amtliche  Prüfungsvorschrift. 

Die  von  Ehrlich  ausgearbeitete  und  vom  Ministerium  genehmigte 
Prüfungsvorschrift  für  die  Wertbemessung  des  Diphtherieserums  lautet 
folgendermaßen : 

^1)  Als  Maßstab  für  die  Serumbestimmung  dient  ein  unter  Aus- 
schluß von  Sauerstoff  und  Wasser  konserviertes  Serumpulver  von  genau 
bekanntem  Wert  Dasselbe  befindet  sich  in  genau  abgemessenen  Quan- 
titäten in  besonders  gearbeiteten  Vakuumröhrchen.  Die  zur  Zeit  im 
Institut  vorhandenen  Apparate  sind  mit  je  2  g  eines  Trockenantitoxins 
von  ITOOfacher  Stärke  gefällt.  (NB.  Unsere  jetzigen  Apparate  ent- 
halten 2,5  g  eines  Trockenantitoxins  von  2544facher  Stärke!) 

2)  Die  Auflösung  des  Serums  hat,  um  eine  möglichst  genaue  Halt- 
barkeit zu  gewährleisten,  in  einem  aus  gleichen  Teilen  10-proz.  Koch- 
salzlösung und  Glycerin  bestehenden  Gemenge  zu  erfolgen.  (NB.  Wir 
benutzen  jetzt  eine  Mischung  von  "/g  Glycerin  -f-  Vs  0,85-proz.  Koch- 
salzlösung.) Es  ist  zunächst  alle  3  Monate  (jetzt  alle  2)  ein  Röhrchen 
zu  öffnen  und  eine  neue  Lösung  herzustellen.  Von  dem  zur  Zeit  im 
Institut  aufbewahrten  Trockenserum  wird  der  Inhalt  eines  Röhrchens 
in  200  ccm  (jetzt  in  636  ccm)  des  oben  angegebenen  Gemisches  gelöst 
und  so  eine  Testserumlösung  von  ITfacher  (jetzt  lOfacher)  Stärke  her- 
gestellt. 

3)  Die  jetzige  Testgiftdosis  wird  mit  Hilfe  einer  I.E.  ermittelt^ 
wie  eine  solche  z.  B.  in  1  ccm  der  17fachen  (bezw.  lOfachen)  Ver- 
dünnung des  in  No.  2  erwähnten  17fachen  (bezw.  lOfachen)  Testserums 
enthalten  ist.  Es  wird  diese  Serummenge  mit  steigenden  Mengen  Gift 
versetzt  und  durch  eine  möglichst  genaue  Versuchsreihe  der  Grenz- 
wert ermittelt,  bei  dem  gerade  ein  den  Tod  des  Versuchstieres  in  den 
ersten  4  Tagen  herbeiführender  Giftüberschuß  manifest  wird.  Das  so 
ermittelte  Giftquantum  stellt  die  jetzige  Prüfungsdosis  dar.  Mit  der 
gleichen  Serumdosis  erfolgt  zur  genauen  Charakterisierung  des  Giftes 
die  Bestimmung  eines  zweiten  Grenzwertes,  welcher  die  Giftdosis  zu 
ermitteln  hat,  welche  bei  der  Mischung  mit  der  obigen  Serummenge 
gerade  neutralisiert  wird. 

4)  Die  Bestimmung  des  Wertes  eines  Diphtherieserums  erfolgt  mittels 
der  nach  No.  3  festgestellten  Testgiftdosis  in  folgender  Weise:  Die  be- 
treffende Testgiftdosis,  z.  B.  0,355  eines  jetzigen  (d.  h.  damaligen)  im 
Institut  geprüften  Giftes  wird  mit  4  ccm  einer  dem  angegebenen 
Prüfungswert   entsprechenden  Seruramenge  gemischt. 

Da  die  Testgiftdosis  auf  1  ccm  des  einfachen,  öder  4  ccm  eines 
Vifachen  Normalserums  eingestellt  wird,  wird  bei  einem   Serum  von 
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xfacher  Stärke  die  Serumverdünnung  V4  ^  sein  müssen,   also  bei  der 
Prüfung  eines  lOOfachen  Serums  V400  betragen. 

5)  Die  erhaltene  Mischung  wird  einem  Meerschweinchen  von  250  bis 
280  g  rein  subkutan  injiziert.  Sterben  bei  der  von  den  beiden  Mitgliedern 
des  Instituts  ausgeführten  Prüfung  die  Versuchstiere  innerhalb  der  ersten 
4  Tage,  so  besitzt  das  Serum  nicht  die  angegebene  Stärke.  Sterben 
die  Tiere  innerhalb  des  5.  und  6.  Tages,  so  steht  das  Serum  knapp 
an  der  Grenze  des  Zulässigen  und  ist,  um  die  voraussichtliche  baldige 
Einziehung  zu  vermeiden,  den  Fabriken  eine  5—10  Proz  betragende 
Aufbesserung  zu  empfehlen.  Indurationen,  die  bei  den  Versuchstieren 
auftreten,  sollen  dagegen  keinen  Grund  zur  Beanstandung  geben. 

Von  den  gestorbenen  Tieren  ist  eine  Sektion  vorzunehmen  und 
insbesondere  auf  Komplikationen  mit  vorher  bestehenden  Krankheiten 
(Tuberkulose,  Pseudotuberkulose,  Pneumonie)  zu  achten,  welche  eine 
Ueberempfindlichkeit  des  Versuchstieres  bedingen  können. 

6)  Als  Testgift  können  sowohl  flüssige  wie  feste  Gifte  verwandt 
werden,  falls  bei  ihnen  die  in  No.  3  definierten  Grenzwerte  scharf  zu 
ermitteln  sind  (und  die  Differenz  der  beiden  Grenzwerte  15  einfache 
Todesdosen  nicht  überschreitet)  ^).  Kommen  flüssige,  durch  Toluol  •  kon- 
servierte Gifte  zur  Verwendung,  so  soll  dies  nur  geschehen,  wenn 
1.  durch  längere  Voruntersuchungen  die  Haltbarkeit  der  Prüfungs- 
konstanten erwiesen  ist,  2.  wenn  die  Prüfungsdosis  1  ccm  nicht  über- 
schreitet. Die  Untersuchungen  über  die  Qualität  der  Testgifte  sind 
weiter  fortzusetzen. 

7)  Die  Testgifte  sind,  wenn  flüssig,  allmonatlich  durch  Kulturver- 
fahren auf  Sterilität  zu  prüfen. 

8)  Das  Testgift  ist  alle  6  Wochen  mittels  der  Testserumdosis  neu 
zu  bestimmen,  indem  jedesmal  die  Prüfungsdosis  und  der  Glattwert 
neu  ermittelt  wird.  Sollte  bei  der  Nachprüfung  sich  eine  irgendwie  er- 
Gift hebliche  Abweichung  von  der  Prüfungsdosis  herausstellen,  so  ist  das 
als  in  Zersetzung  befindlich  anzusehen  und  durch  ein  neues  zu  ersetzen. 

9)  Die  Fabrikationsstätten  sind  darauf  aufmerksam  zu  machen,  daß 
das  Testgift  in  kleineren  Quantitäten  sich  leicht  zersetzt,  und  daß  ins- 
besondere schon  eine  kurze  Belichtung  eine  erhebliche  Abschwächung 
hervorrufen  kann.  Es  ist  daher  den  Fabriken  anzuraten,  etwa  alle 
3  Wochen  das  Gift  von  neuem  vom  Institut  zu  beziehen." 

Aus  diesen  Bestimmungen  ergeben  sich  für  die  Prüfung  der  Diph- 
theriesera als  zunächstliegende  Aufgaben:  die  Herstellung  des 
Standardserums  und  die  Einstellung  des  Testgiftes. 

a)  Standardserum. 
Der  offiziellen  Vorschrift  entsprechend,  die  im  Laufe  der  Zeit  einige 
nebensächliche  Aenderungen  erfahren  hat  (wie  aus  dem  in  Klammern 

1)  Nachträglich  fallen  gelassen. 
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beigefügten  Text  ersichtlich  ist),  wird  alle  2  Monate  ein  Standard* 
röhrchen  geöffnet  und  dessen  Inhalt  in  so  viel  Glycerinkochsalzlösuig 
gelöst,  daß  die  resultierende  Lösung  in  1  ccm  genau  10  I.E. 
enthält.  Bei  dem  gegenwärtigen  Standardtrockenserum  muB  der  Inhalt 
des  Röhrchens  (2,5  g  2544faches  Serum  =  6360  I.E.)  daher  genau  in 
soviel  Flüssigkeit  gelöst  werden,  daß  eine  Serumlösung  von  636  crm 
resultiert.  Bei  der  Lösung  des  Serums  sind  gewisse  VorsichtsmaBregeln 
zu  beobachten,  und  man  verfährt  daher  am  besten 
in  folgender  Weise :  Zunächst  mißt  man  sich  eine  ge- 
wisse Menge  physiologischer  Kochsalzlösung  ab  (etwa 
150  ccm)  und  löst  den  Inhalt  des  Röhrchens  in  einer 
bestimmten  Menge  der  abgemessenen  Flüssigkeit,  in 
einem  Fläschchen,  auf.  Wenn  sich  das  Serum  voll- 
ständig gelöst  hat,  gießt  man  es  in  den  sogenannten 
^Mischkolben^,  indem  man  mehrmals  das  Fläschchen 
mit  dem  Rest  der  abgemessenen  Menge  physiologischer 
Kochsalzlösung  nachspült.  Die  weitere  Mischung  mit 
dem  Glycerin  erfolgt  in  diesem  ^geeichten^  Mischkolben 
(s.  nebenstehende  Figur).  In  dieses  Gefäß  wird,  üed 
möglichst  die  Bildung  von  Luftblasen  zu  vermeiden. 
mittelst  eines  langen,  tief  in  das  Gefäß  reichenden 
Trichters  unter  langsamem  Emporziehen  des  letzteren 
so  viel  Glycerin  und  Kochsalzlösung  im  VerhSitnis 
2 : 1  zugetan,  bis  die  Flüssigkeit  genau  die  Marke 
636  erreicht.  Nach  Verschluß  des  Kolbens  und  mehr- 
maligem Um  schütteln  läßt  man  das  Serum  in  dem 
Schüttelkolben  24  Stunden  stehen.  In  der  Regel  sinkt 
in  dieser  Zeit  durch  das  Aufsteigen  der  beim  Einfüllen  unvermeidlichen 
Luftblasen  die  Flüssigkeit  um  etwa  V2  ccm.  Der  Inhalt  des  Kolbens  wird 
daher  (am  nächsten  Tage)  mit  Kochsalzlösung  genau  wieder  bis  zur 
Marke  636  gefüllt  und  nochmals  durchgeschüttelt.  Diese  Lösung  stellt 
dann  die  fertige  (2  Monate  gültige)  Standardlösung  dar,  welche  nun 
zunächst  mit  dem  derzeitigen  Testgift  geprüft  wird. 

b)  Das  Testgift  0. 

Als  Testgift  benutzen  wir  bei  der  Diphtherieprüfung  ausschließlich 
flüssige,  mit  Toluol  konservierte  Gifte,  da  die  Herstellung  von  Diph- 
therietrockengiften äußerst  schwierig  ist  (12). 

Die  Herstellung  eines  brauchbaren  Giftes  gelingt  nicht  immer  ganz 
leicht  und  soll  daher  kurz  beschrieben  werden. 

Zur  Giftgewinnung  gehört  in  erster  Linie  eine  gut  giftbildende  Kultor.   j 
Da   nur  solche   Kulturen  ein  kräftiges  Gift  bilden,  welche  auf  der  0b6^ 
fläche  der  Bouillon  wachsen,   so  muß  man  zunächst  versuchen,   ©ine  etwa   | 
frisch   gewonnene   Kultur   an    reines   Oberflächenwachstum   zu    gewöhnt» 

1)  Vergl.  auch  S.  32  fil  \ 


Fig.  7. 
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indem  man  sie  möglichst  häufig  überimpft  und  dabei  stets  nur  an  der 
Oberfläche  gewachsene  Partikelchen  zur  Weiterzüchtung  verwendet.  Als 
Nährboden  benutzen  wir  schwach  alkalische  Bouillon  ohne  Kochsalzzusatz. 
Da  die  genaue  Einstellung  der  Gifte  sehr  mühsam  ist  und  einen 
grollen  Aufwand  von  Zeit  und  Tiermaterial  erfordert ;  so  empfiehlt  es  sich, 
stets  große  Mengen  Oift  zu  bereiten.  Aus  diesem  Grunde  werden  in  der 
Begel  von  uns  20  Kolben  (k  500  g  Bouillon)  geimpft,  zumal  da  man  auch  da- 
mit rechnen  muß,  daß  ein  Teil  der  Kolben  sich  später  wegen  ungenügender 
Giftbildung  als  unbrauchbar  erweist.  Die  Kolben  bleiben  16  bis  20  Tage 
bei  37  ^.  Nach  dieser  Zeit  werden  sämtliche  Kolben,  soweit  sie  typisches 
Wachstum  zeigen,  herausgenommen  und  umgeschüttelt,  so  daß  die  Bakterien 
ZQ  Boden  fallen.  Haben  sich  die  Bakterien  gesenkt,  so  erfolgt  die  TJm- 
fiillmig  der  Bouillon  in  1 -Literkolben,  wobei  man  nach  Möglichkeit  das 
Mitfließen  der  Bakterien  selbst  zu  vermeiden  sucht.  Nachdem  jeder  Kolben 
mit  einer  l^/j — 2  cm  dicken  Toluolschicht  überschüttet  ist,  werden  die 
Kolben  einige  (2 — 3)  Tage  hindurch  mehrmals  täglich  kräftig  geschüttelt 
und  bleiben  dann  2  Tage  stehen.  Diese  Zeit  genügt,  um  alles  Tuluol  sich 
über  dem  Gift  sammeln  zu  lassen  und  die  noch  in  der  Bouillon  ent- 
haltenen Bakterien  vollständig  abzutöten,  wie  dies  eine  nachfolgende  Sterili- 
tätsprüfung zu  ergeben  hat.  An  die  Sterilitätsprüfung  schließt  sich  gleich- 
zeitig eine  orientierende  Giftigkeitsprüfung  der  einzelnen  Kolben  an.  Der 
Inhalt  aller  genügend  wirksam  gefundenen  ^Kolben  wird  dann  zusammen 
in  ein  größeres  GefUß  gegossen  und  wie  der  mit  einer  hohen  Schicht  Toluol 
überschüttet  In  diesem  Gefäß,  das  im  Eisschrank  gegen  Licht  geschützt 
(Papierumhüllung)  aufzubewahren  ist,  verbleibt  das  Gift,  bis  es  eingestellt 
wird,  stehen,  nachdem  das  „Gesamtgifb"  vorher  nocheinmal  durchschüttelt, 
sowie  auf  Sterilität  und  seine  ungefähren  Giftwerte  geprüft  ist.  Zu  letzteren 
Versuchen  entnimmt  man  zweckmäßig  mit  langer  Pipette  ein  bestimmtes 
(größeres)  Quantum,  um  nicht  fortwährend  das  Hauptgefkß  öffnen  zu  müssen. 
Es  empfiehlt  sich,  eine  Dichtung  der  Korken  der  Gefküe,  in  denen  das 
Gift  aufbewahrt  wird,  mit  Paraffin  vorzunehmen. 

Ehe  ein  Gift  nun  endgültig  als  Testgift  eingestellt  wird,  lassen  wir 
es  ungefähr  ein  Jahr  lagern.    Nach   dieser  Zeit  ist   die  Umlagerung 
der  Toxine  u.  s.  w.  in  der  Regel  abgelaufen   und  die  nunmehr   er- 
tnittelten  PrOfungsdosen  zeigen  sich  (wie  dies  bereits  eingangs  erörtert 
wurde)  lange  Zeit    hindurch    unverändert-     Zur   genauen   Charakteri- 
sierung wird   außer  der  Prüfungsdosis   (Lf)   stets  auch  die  I^-   und 
die  absolut  tödliche  Dosis  der  Gifte  ermittelt    Die  folgenden  Tabellen 
zeigen  die  Resultate  der  einzelnen  Versuche,  welche  bei  der  Einstellung 
unseres  jetzigen  Prüfungsgiftes  angestellt  wurden.    Die  absolut  tödliche 
Dosis  betrug  Ende  1904  0,004,  Ende  1905  0,005  ccm. 
Die  Lo-Dosis  ist  =  0,18  ccm  und 
die  Lf-Dosis         =  0,27  ccm  (Prüfungsdosis). 
Das  Gift  ist  bereits  über  ^/^  Jahr  im  Gebrauch,  ohne  daß  sich  der 
Wert  bisher  geändert  hat  (vergl.  Tabelle  4). 

Ausführung  einer  Diphtherieserumprüfung. 
Mit  dem  „Prüfungsgift"  als  Maßstab  wird  an  der  Hand  der  offiziellen 
Vorschrift  die  Wertbemessung  eines  z.  B.  als  400-fach  zur  Prüfung  ein- 
gesandten Serums  in  folgender  Weise  vorgenommen: 
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,     Tabelle  No.  a    Einstellung  des  Giftes  „April«  (1904). 
1)  Absolut  tödliche  Dosis. 

Dosis 

18.  X.  04 

25.  X.  04 

Datum  des  Versuches 
31.  X.  04  1  5.  XI.  04  1  23. 1.  05  |  13.  X.  (ß 

17.  XL  05 

0,001 

0,0015 

0,002 

0,0025 

0,003 

0,0035 

0,004 

davon 
davon 
davon 

davon 
davon 
davon 
davon 
t3 

davon 

t4 
t4 
t4 

davon 
davon 
t3V, 
t3V, 

davon 
davon 
t6 

t4V, 

davon 
davon 
davon 
davon 

t4% 

daron 
davon 

0,0045 
0,005 

fs 

t3 
t2 

davon 
t2 

t3 
t2 

\i  \ 

davon 
+  4 

0,0055 
0,006 

t3 
t2 

t2 
t3 

Absolut  tödliche  Dosis  wird  ermittelt, 
von  1:1000  bezw.  1:500  herstellt  wird 
Meerschweinchen  subkutan  injiziert  werden, 
individuelien  Verschiedenheiten  der  Tiere 


indem  von  dem  Gifte  eine  Verdünnung  z.  B. 
und  von  dieser  Verdünnung  fallaidei>o0en 
.  Die  Ermittellung  dieser  Dosis  kann  bei  da 
häufig  schwierig  sein. 


Tabelle  No.  a 
2)  I^-Doeis. 

Dosis 

Datum  des  Versuches 
9.  X.  1904         3.  Xn.  1905 

0,15 
0,16 
0,17 
0,18 

glatt 
fB&t  glatt 
zu  wenig 

glatt 
fast  glatt 
zu  wenig 

0,19 

0,2 

0,21 

zu  jtark 

1.  Odem 

Odem 

zu  stark 

zu  stark 

Ödem 

Die  L^-Dosis  wird  in  der  Weise  ermittelt,  dafi  zu  1  I.E.  fallende  Dosen  Gift 
hinzugefflgt  und  den  Tieren  subkutan  injiziert  wurden.  Das  Tier  mit  der  I^-  Dons 
muß  natürlich  am  4.  Tage  »glatt'*  sein.  Um  die  hierfür  richtige  Reaktion  zu  treffen, 
töten  wir  alle  Tiere  am  2.  Tage.  Es  läßt  sich  dann  mit  Sicheäeit  diejenige  Reaktion 
feststellen,  welche  erfahrungsgemäß  gerade  für  L^  hinreicht  (vergL  IS.  40). 

Tabelle  No.  9. 

3)  Lf-Dosis.  


Dosis 

des 

Giftes 

in  ccm 

14.x. 
1904 

lax. 

1904 

24.x. 

1904 

Datu 

3.XI.  23.  I. 

1904     1905 

mdee^ 

25.  II. 
1905 

^eTBUch 

lam. 

1905 

es 

15.  IV. 
1905 

ii.vin. 

1905«) 

io.x.!9.xn. 

1905  11905 

0,25 
0,26 
0,265 
0,27 

lebt») 
lebt 

lebt 

lebt 

t3V. 

lebt 
lebt 

t4V, 

lebt 
lebt 
t4 

lebt 

t4 

t3V, 

t3 

lebt 
lebt 

t4 

t2V, 

lebt 
lebt 

t3V, 

lebt 
lebt 

t4 

Mt 
lebt 
t4 

l^t 
lebt 

t4 

lebt 
lebt 

0^75 
0,28 
0,29 
0,3 

t3 
t2 

t3 
t3 

t3 
t2 

l' 

t3 

t3 

;f 

t3V, 
t3 

+  2 

Die  Lf-Doeia  wird  in  der  Weise  ermittelt,  daß  zu  1  I.E.  fallende  Dosen  Gift 
hinzugefügt  und  die  Gemische  Meerschweinchen  subkutan  injiziert  werden.  Die  Lt- 
Dosis  muß  soviel  Giftwirkung  entfalten,  daß  die  Tiere  am  4.  Tage  akut  unter 
typischem  Befunde  eingehen  (lokales  hämorrhagisches  Oedem,  Schwellung  der  re^onSreo 
Drüsen,  seröse  Ergüsse,  speziell  in  die  Pleura,  das  Perikard  und  das  Pentooeuffii 
hochgerötete  Nebennieren). 

1)  Von  hier  „Prtifungsgift"  mit  der  Prüfungsdosis  =  0,27. 

2)  Lebt  =  lebt  am  4.  Tage. 
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(Schema). 

Begleitschein  No 

KontroU-No Pferd  Datum  der  Blutentziehung:  - 

fcSerummenge: 

Ang^ebener  Wert:  IJi. 


AiiBsehen  der  Flüssigkeit :       - 

Datum 

Wertbestimmung  und  Prüfung  auf  

LE. 

jl^eerschweinchen 
Äußerliches  Kennzeichen: 
Menge  des  angespritzten  Serums  und  Testgiftes : 

Verdünnnng: 
Verhalten  des  Tieres : 

Gewicht 

r 3 

Unschädlichkeitsprüfung : 
a)  an  Maus  b)  an  Meerschwdnschen 


Zeichnung: 
Injizierte  Menge : 
Verhalten: 


2ieichnung: 
Injizierte  Menge: 
Verhalten: 


c)  kultureil: 

1  Aerob 

2  Bouillon 
1  Anaerob 

d)  Eiweißgehalt: 


Bemerkungen : 


Zunächst  erfolgt  die  Eintragung  der  zu  prüfenden  Serumnummer 
in  das  Protokollbuch.  Aus  dem  obenstehenden  Schema  sind  die  Punkte 
ersichtlich,  auf  deren  Protokollierung  zu  achten  ist. 

Nachdem  inzwischen  für  die  Prüfung  2  Meerschweinchen  (davoji 
eines  im  Gewichte  von  250  g)  und  die  nötigen  Nährböden  (1  Trauben- 
zuckeragar,  2  Bouillon,  1  Agarröhrchen  zum  Plattengießen)  zum  Ge- 
brauch fertig  bereitgestellt  sind,  erfolgt  nach  vorsichtigem  Oeffnen  eines 
Probefläschcbens  die  Vornahme  der  Prüfung  des  Serums  auf  Sterilität 
durch  Einsaat  von  5  Tropfen  Serum  in  jeden  der  4  genannten  Nährböden. 
Sodann  wird  mit  phys.  Kochsalzlösung  eine  Verdünnung  des  Serums  von 
1 :  1600 1)  hergestellt  [1 :  1600=  (1  +  39)  (1  +  39)]  und  in  einem  Fläschchen 
dieLf-Dosis  mit  4  ccm  der  Verdünnung  1 :  1600  vermischt 
(Präzisionspipetten).  Diese  Mischung  wird  einem  Meerschweinchen  von 
250  g  Gewicht  streng  subkutan  in  der  Mitte  des  Bauches  injiziert.  Zu 
dieser  Injektion  bedient  man  sich  am  zweckmäßigsten  einer  KocHschen 
Spritze  mit  abgestumpfter  Kanüle  ^.  Die  Spitze  der  Kanüle  wird  in  die 
linke  Achselfalte  eingestochen  und  vorsichtig  rein  subkutan  bis  zur 
Mitte  des  Bauches  geführt,  an  welcher  Stelle  die  Injektion  erfolgt^. 
Sodann  erhält  ein  zweites  Meerschweinchen  10  ccm  und  eine  Maus  (von 


1)  Die  Verdünnung  1 :  1600  statt  1 :  400  (4  ccm  1 :  1600  ==  1  ccm 
1 :  400)  wird  gewählt,  um  die  kleinen  Fehler,  die  durch  das  Umfüllen  der 
Flüssigkeit  entstehen,  auf  das  minimalste  zu  reduzieren. 

2)  Es  ist  selbstverständlich,  dalS  zu  allen  Prüfungsarbeiten  nur  sterile 
Apparate  und  Verdünnungsflüssigkeiten  benutzt  werden  dürfen. 

3)  Vorsichtig  injizieren,  damit  nicht  Luft  mit  eindringt. 

Ehrlich,  AzMten  TL  4 
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15  g  Gewicht)  0,5  ccm  Serum  subkutan  injiziert.  Kurze  Zeit  nach  der 
Seruminjektion  tritt  bei  der  Maus  ein  mehr  oder  weniger  starkes  Zittern 
infolge  des  Phenolgehaltes  des  Serums  auf.  Stirbt  die  Maus,  so  enthält 
das  Serum  mehr  als  0,5  Proz.  Phenol,  üeber  das  Verhalten  der  Meer- 
schweinchen und  der  Maus  wird  genau  Buch  geführt.  Das  Prüfungstier 
darf  lokale  Erscheinungen  darbieten,  aber  der  Giftwirkung  nicht  erliegen, 
wenigstens  nicht  innerhalb  der  ersten  4  Tage;  stirbt  es  am  5.  oder 
6.  Tage,  so  steht  das  Serum  an  der  Grenze  des  Zulässigen  (s.  S.  45), 
stirbt  es  früher,  so  wird  das  Serum  beanstandet.  Das  zweite  Meer- 
schweinchen muß  die  Injektion  der  10  ccm  gut  vertragen  und  munter 
bleiben.    Alle  eingehenden  Tiere  werden  natürlich  seziert. 

Genügt  das  Serum  allen  Anforderungen,  so  wird  es  nach  Abschluß 
der  Beobachtungszeit  der  Tiere  und  Kulturen  (nach  6  Tagen)  zu- 
gelassen. Zu  diesem  Zwecke  wird  das  dem  Begleitschein  beifolgende 
„Prüfungsergebnis*'  von  beiden  Beamten  ausgefüllt  und  an  die  Fabrik 
zurückgesandt  (welche  nunmehr  das  Serum  im  Beisein  des  Kontroll- 
beamten abfüllen  läßt). 

Nachprüfung. 

Zweimal,  und  zwar  6  Monate  und  2  Jahre  nach  der  ersten  Prüfung, 
wird  jede  zugelassene  Serumnummer  bestimmungsgemäß  einer  Nach- 
prüfung im  Institut  auf  ihren  Wertgehalt  unterzogen.  Alle  Sera, 
die  bei  dieser  Nachprüfung  eine  Abschwächung  von  mehr  als 
10  Proz.  zeigen,  werden  als  „abgeschwächt"  dem  Ministerium  gemeldet 
und  ihre  Einziehung  beantragt.  Ueber  2  Jahre  hinaus  finden  Nach- 
prüfungen nicht  mehr  statt,  einmal,  weil  diesbezügliche  Versuche  ergeben 
haben  (36),  daß  nach  dieser  Zeit  bei  den  Seris,  welche  sich  bis  dahin 
gehalten  hatten,  eine  wesentliche  und  schnelle  Abschwächung  nicht  mehr 
beobachtet  wurde,  und  zweitens,  weil  in  der  Praxis  über  2  Jahre  alte 
Sera  nur  in  den  aller  seltensten  Fälle  angewandt  werden^). 

Außer  dieser  Nachprüfung  auf  Abschwächung  findet  noch  eine  solche 
aufKeimfreiheit  statt,  da  sich  gezeigt  hat,  daß  wahrscheinlich  bei  der 
UmfüUung  der  zugelassenen  Serumproben  in  den  Fabriken  oder  durch  nicht 
sterile  Korken  manchmal  Keime  in  die  Serumfläschchen  gelangen.  Mit  der 
Nachprüfung  auf  Sterilität  der  zur  Anwendung  kommenden  Sera  ist  eine 
Reihe  von  Krankenhäusern  beauftragt.  Es  sind  dies :  die  Kinderklinik 
der  Charit^  zu  Berlin,  das  Kaiser  und  Kaiserin  Friedrich-Kranken- 
haus in  Berlin,  das  Allgemeine  Krankenhaus  St.  Georg  in  Hamburg  und 
das  Städtische  Krankenhaus  in  Frankfurt  a.  M.    Findet  ein  Kranken- 


1)  Daß  auch  tropische  Einflüsse  im  allgemeinen  den  Wirkungswert 
der  Diphtheriesera  nicht  herabsetzen,  haben  uns  Versuche  gezeigt,  welche 
wir  bei  Seris  anstellen  konnten,  die  längere  Zeit  in  den  Tropen  (Trans- 
port nach  China)  an  Bord  von    Schiffen  und   an  Land  aufbewahrt  waren. 
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haus  ein  verunreinigtes  Serumfläschchen,  so  hat  es  dem  Institut  die  Kon- 
trollnnmmer  des  betreffenden  Serums  zu  berichten.  Das  Institut  stellt  nun 
seinerseits  gleichfalls  Sterilitätsprüfungen  an  und  beantragt  bei  erwiesener 
nachträglicher  bakterieller  Verunreinigung  die  sofortige  Einziehung  dieser 
Serumnummer.  Im  allgemeinen  kommt  eine  solche  nachträgliche  Ver- 
unreinigung von  Heilseris  nur  äußerst  selten  vor. 

2.  Die  Prüfung  des  Tetanusantitoxins. 

Die  Prüfung  dieses  Serums  im  Institut  für  experimentelle  Therapie 
erfolgt  einmal  in  der  schon  oben  beschriebenen  Weise  auf  seine  Un- 
schädlichkeit hin  und  zweitens  auf  seinen  Wertgehalt. 

Die  amtliche  Wertbestimmungsmethode  schließt  sich  im  großen 
und  ganzen  eng  an  die  v.  BEHRiNOsche  (4,  26,  42)  Methode  an. 

V.  Behring  (42)  verfuhr  bei  der  Wertbemessung  in  folgender  Weise : 
Er  stellte  sich  von  dem  zu  prüfenden  Serum  Verdünnungen  mit  physio- 
logischer Kochsalzlösung  her,  z.  B.  1  ccm  Serum  +  99  ccm  physio- 
logischer Kochsalzlösung.  Von  dieser  Verdünnung  brachte  er  1  ccm  in 
ein  Erlenmeyersches  Kölbchen,  welches  38  ccm  destilliertes  Wasser  ent- 
hielt, und  fügte  1  ccm  seines  Prüfungsgiftes  (Testgift  No.  5  =  Vio 
normal)  hinzu.  Nach  gleichmäßiger  Verteilung  durch  Umschütteln  ließ 
er  das  Gemisch  30  Minuten  stehen  und  injizierte  dann  einer  Maus  von 
mittlerem  Gewicht  0,4  ccm  subkutan.  Blieb  die  Maus  ganz  gesund,  so 
besaß  das  geprüfte  Serum  in  1  ccm  mindestens  10  Antitoxineinheiten, 
da  1  ccm  der  Verdünnung  1 :  100  1  ccm  des  Vio  Normalgiftes  voll- 
kommen neutralisiert  hatte.  Wurde  die  Maus  nach  der  Injektion  dieser 
0,4  ccm  tetanisch,  so  enthielt  das  Serum  natürlich  weniger  als  10  A.E., 
und  starb  die  Maus,  so  bot  die  Schnelligkeit,  mit  welcher  der  Tod  ein- 
trat, Anhaltspunkte  für  die  Beurteilung,  ob  sein  Wert  annähernd  SOfach 
normal  oder  geringer  war.  Die  genaue  Wertbestimmung  des  Serums, 
d.  h.  die  Ermittelung  der  Mischung,  bei  der  die  Maus  nach  Injektion 
von  0,4  ccm  vollkommen  gesund  blieb,  erfolgte  dann  durch  weitere  Ver- 
suche. War  auf  diese  Weise  der  I^-Wert  des  Serums  erreicht,  so  ließ 
sich  durch  einfache  Berechnung  der  Wert  des  Serums  ermitteln.  Die- 
jenige Serumdosis,  welche  in  0,4  ccm  Flüssigkeit  mit  0,01  ccm  Testgift 
No.  5  L^,  gab  war  genau  gleich  Viooo  A.E. 

Von  dieser  Versuchsanordnung  ausgehend  ist  die  amtliche  Wert- 
bemessungsmethode ausgearbeitet.  Die  Schwierigkeiten,  welche  bei  der 
Tetanusprüfung  zu  überwinden  waren,  wurden  einmal  dadurch  verursacht, 
daß  hier  das  Vereinigungsbestreben  zwischen  Toxin  und  Antitoxin  ein 
sehr  geringes  ist  Infolgedessen  schwankte  die  Menge  des  bei  der  Ein- 
wirkung von  Gift  und  Gegengift  entstehenden  neutralen  Gemisches  in 
hohem  Grade,  je  nach  der  Länge  der  Reaktionszeit  und  der  Konzen- 
tration der  Losungen.  Um  die  hierdurch  bedingten  Fehlerquellen  aus- 
zuschalten, war  es  natürlich  notwendig,  stets  unter  den  völlig  gleichen  Be- 

4* 
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dingungen  in  Bezug  auf  Zeit  und  Verdünnung  der  Lösungen  zu  arbeiten 
und  vor  allem  die  Versuchsreihen  stets  unter  gleichzeitiger  Kontrolle 
eines  Standardserums  anzusetzen. 

Eine  weitere  Schwierigkeit  entstand  bei  der  Tetanusserumprüfung 
infolge  der  Labilität  des  Giftes.  Notgedrungen  mußte  man  früher  bei 
der  Prüfung  in  der  Weise  vorgehen  (vergl.  Dönitz  [33]),  daß  man  zu 
jeder  Prüfung  eine  gewisse  abgewogene  Menge  Trockengift  jedesmal 
frisch  löste  und  zentrifugierte.  Durch  diese  Manipulationen  wurde 
natürlich  die  Prüfungsarbeit  nicht  unwesentlich  erschwert  und  man  war 
daher  bemüht  wie  beim  Diphtheriegift,  so  auch  beim  Tetanusgift  ein 
Konservierungsverfahren  für  flüssige  Testgifte  zu  finden.  Allein  alle 
Versuche  nach  dieser  Richtung  verliefen  negativ  (36,  40),  und  es  gelang 
nur  aus  diesem  Dilemma  herauszukommen  durch  Ausdehnung  der  Ehr- 
LiCHschen  Serumkonservierungsmethode  auf  das  Testgift. 

In  welcher  Weise  unter  Zuhilfenahme  der  EHRLiCHschen  Eon- 
servierungsmethode  die  Konservierung  des  Tetanusgiftes  am  zweck- 
mäßigsten geschieht,  sei  zunächst  kurz  geschildert  (36): 

Eine  Hauptbedingung  für  ein  als  Testgift  zu  verwendendes  lata- 
nustoxin  ^)  ist  naturgemäß  seine  Sporenfreiheit.  Es  ist  daher  die  erste 
Aufgabe  bei  der  Testgiftherstellung,  das  Gift  sporenfrei  zu  machen. 
Dies  kann  man  durch  Filtrieren  erreichen.  Wir  wenden  indessen  die 
Filtration  nicht  an,  sondern  statt  deren  die  schonendere  AusMIang 
durch  Ammonsulfat.  Das  frisch  gewonnene  Gift,  das  noch  große  Masseo 
Sporen  enthält,  wird  nach  der  ersten  Ausfällung  sofort  wieder  in  Koch- 
salzlösung gelöst  und  scharf  durchzentrifugiert  (eine  Stunde  mit  guter 
Zentrifuge,  die  4000  Touren  in  der  Minute  macht).  Sodann  wird  die 
klare  Flüssigkeit  abgegossen  und  das  Toxin  von  neuem  durch  Ammon- 
sulfat ausgefällt,  sogleich  wieder  gelöst  und  zentrifugiert  Diese  Prozedur 
muß  in  der  Regel  drei-  bis  viermal  wiederholt  werden,  dann  erhält  man 
meist  nahezu  sporenfreie  Gifte.  Das  Gift  wird  als  dann  auf  Tontellern  im 
Vakuum  getrocknet  und  eine  Sterilitätsprüfung  vorgenommen,  um  zusehen« 
ob  die  Reinigung  des  Giftes  von  Sporen  in  der  Tat  eine  genügende  ist. 
Dieselbe  kann  als  genügend  angesehen  werden,  wenn  das  Gift  nur  nocii 
vereinzelte  Sporen  enthält.  Erweist  sich  das  Gift  aber  noch  in  höherem 
Grade  sporenhaltig,  so  muß  die  Ausfällung  und  Zentrifugierung  desselben 
so  lange  wiederholt  werden,  bis  die  äußerste  Reinheit  des  Präparates 
erreicht  ist.    (Vorsicht  beim  Hantieren  mit  dem   sporenhaltigen  Gift.) 


1)  Zur  Giftbereitung  impft  man  große  Kolben  Zuckerboaillon  mit 
reichlichem  Tetanuskulturmaterial  (Bacillen  oder  Sporen)  und  hält  die  nach 
Wasserstoffdurchleitung  luftfrei  gemachten  Kolben  bei  8  Tage  37  ^  C.  Er- 
gibt dann  die  Prüfung  der  Bouillon  eine  Reinkultur,  so  wird  das  Gilt 
einer  orientierenden  Giftigkeitsprüfnng  unterzogen  und  event.  in  der  oben 
geschilderten  Weise  gleich  weiter  behandelt.  1  1  Kulturflüssigkeit  ergibt 
ungefähr  5—6  g  Trockengift  (61). 
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Ist  diese  schließlich  erreicht,  so  wird  das  ausgefällte  Gift  im  Exsikkator 
getrocknet.    Das   nunmehr  sporenfreie  getrocknete  Gift  wird  im  Ver- 
hältnis von  1:2  in  Wasser  gelöst  und  dann  mit  Prfizisionspipetten  in 
absolut  gleichenDosen  in  die  oben  beschriebenen  EHRLiCHschen 
Vakuumröhrchen  gefüllt.  Die  Beschickung  der  Apparate  und  die  weitere 
Evakuierung  erfolgt  ganz   in  der  gleichen  Weise,  wie  es  oben  für  das 
Standardserum  beschrieben  wurde.    DieMenge  des  einzufüllen- 
den Giftes  richtet  sich  dabei  nach  den  ermittelten  Gift- 
werten des  Toxins  und  zwar  muß  der  Inhalt  der  Röhrchen  stets 
so  gewählt  werden,  daß  er,  mit  einer  passenden  Flüssigkeitsmenge  ge- 
löst, die   für   eine  Prüfung  nötige  Giftlösung  darstellt.    Der  Grad  der 
Verdünnung  und  die  Menge  des  einzufüllenden  Giftes  variieren  daher 
natürlich  und  sind  bei  jedem  neuen  Testgift  zunächst  genau  von  neuem 
zu  ermitteln.    Bei  unserem  augenblicklich  zur  Anwendung  gelangenden 
Gift  sind  die  Röhrchen  mit  0,5  ccm  einer  Giftlösung  1 : 2  beschickt  und 
dann  evakuiert  worden.  Das  in  jedem  Röhrchen  befindliche  Trockengift 
stellt, in 25  ccm  Wasser  gelöst,  unsere  „Normaltestgiftlösung"  dar. 
Es  hat  sich  nun  als  äußerst  praktisch  erwiesen,  in  gleicher  Weise 
vie das  Prüfungsgift  auch  das  Tetanusstandardserum  in  Mengen, 
wie  sie  für  eine  einzelne  Prüfung  nötig  sind,  zu   evakuieren.    Die 
Veranlassung  hierzu  gab   die  Erfahrung,  daß  das  Tetanusantitoxiu  in 
Glycerinlösung  in  seinem  Wertgehalte  nicht  absolut  konstant  blieb  und 
die  weitere  Erwägung,  daß  es  wenig  rationell  sei,  zu  diesen  Prüfungs- 
versuchen, die  doch  nur  geringe  Mengen  Serum  erfordern,  relativ  große 
abgewogene  Mengen  Serum  vorrätig  zu  halten.   Auch  bei  der  Evakuierung 
solcher  minimalen  Mengen  Serum  hat  sich  nun  das  EHRLicHsche  Kon- 
servierungsverfahren vortreflFlich   bewährt.    Unsere  jetzt  im  Gebrauch 
befindlichen  Standardserumröhrchen  sind  mit  soviel  Serum  (0,006  g  eines 
43,33fachen  Serums  =  0,26  I.E.)  gefüllt,  daß  der  Inhalt,  in  26ccm 
Wasser  gelöst,  genau  in  1  ccm  Vioo  -*-E.  enthält.  (Im  Gegen- 
satz zur  Diphtherieserumprüfung  bedienen  wir  uns  also  bei  der  Tetanus- 
prüfung keiner   flüssigen  Testpräparate,   sondern  halten   das  für  jede 
Prüfung  nötige  Testgift  und  Standardserum  evakuiert  vorrätig.)    Die 
so  konservierten    Gifte   und   Sera   sind   nach    unsern    bisherigen    Er- 
fahrungen von  einer  in  praktischer  Beziehung  unbegrenzten  Haltbarkeit. 
Wie  Versuche  im  hiesigen  Institut  gezeigt  haben,  erwiesen  sich  sogar 
derartig  konservierte  Tetanusgifte  völlig   unverändert,  wenn  sie  einen 
Monat  bei  37  ^  C  belassen  waren. 

Ausführung  der  Prüfung. 

Auf  Grund  der  bestehenden  Vorschriften  wird  die  offizielle  Prüfung 
des  Tetanusantitoxins  in  folgender  Weise  ausgeführt: 
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Nachdem  je  ein  Gift-  und  Serumröhrchen  vorsichtig  durch  Abfeilen 
geöffnet  ist,  wird  mit  einer  graduierten  Pipette  eine  bestimmte  Menge 
(z.  B.  5  ccm)  Wasser  in  jedes  Röhrchen  gefüllt  und  die  Röhrchen  dani) 
mit  abgebrannten  Korken  sicher  verschlossen.  Wenn  sich  dann  das 
Gift  und  das  Serum  nach  mehrmaligem  Schütteln  vollkommen  gelöst 
haben,  wird  der  Inhalt  der  Röhrchen  mit  dem  Rest  der  zur  Verfügung 
stehenden  Flüssigkeitsmengen  ^)  sorgfaltig  nachgespült;  nunmehr  wird 
das  zu  prüfende  Serum  *)  dem  von  der  Fabrik  angegebenen  Titre  ent- 
sprechend so  verdünnt,  daß  in  1  ccm  der  Verdünnung  genau  Vioo  A.E 
enthalten  sein  müßte.  Nachdem  dies  geschehen  ist,  erfolgt  die  An- 
setzung  der  Giftserumgemische  in  vitro.  Hierzu  sind  zwei  Reihen  (zu 
8  Fläschchen)  erforderlich.  In  die  Fläschchen  der  ersten  Reihe  kommt 
je  1  ccm  Standardserumlösung,  in  die  zweite  Reihe  je  1  ccm  der  von 
dem  zu  prüfenden  Serum  hergestellten  Lösung.  Zu  jeder  Reihe  gibt 
man  fallende  Dosen  Gift,  und  zwar  bei  unserem  Testgift  Dosen  von 
0,8 — 1,5  ccm.  Diese  Dosen  sind  so  gewählt,  daß  voraussichtlich  alle 
Werte  von  Lq  bis  Lf  getroffen  sind.  Dann  werden  die  Gemische  mit 
Wasser  auf  4,0  ccm  aufgefüllt  ^).  Die  gut  verkorkten  Fläschchen  bleiben 
nunmehr  Vs  Stunde  bei  Zimmertemperatur,  geschützt  gegen  das  Tages- 
licht durch  Deckung  mit  Blechhülsen,  stehen.  Nach  dieser  Zeit  erfolgt 
die  Impfung  der  Tiere,  und  zwar  benutzen  wir  ausschließlich  weiße 
Mäuse.  Entsprechend  den  angesetzten  Gemischen  werden  zwei  Reihen 
zu  8  Mäusen  *)  infiziert,  und  zwar  erhält  jede  Maus  0,4  ccm  eines  der  an- 
gesetzten Gemische  subkutan  unter  die  Haut  des  rechten  Hinterfußes, 
also  Viooo  A.E.  +  fallende  Dosen  Gift.  Da  die  Giftdosen  wie  gesagt 
so  gewählt  sind,  daß  bei  der  Standardreihe  alle  Werte  von  1^  bis  Lt 
vorhanden  sind,  so  können  wir  bei  regelrechtem  Verlauf  der  Ver- 
suchsreihen alle  Phasen,  Intaktbleiben,  Krankheit  und  akuter  Tod 
(wenigstens  in  der  Standardreihe)  verfolgen. 

Hat  das  zu  prüfende  Serum  den  angegebenen  Titre,  so  müssen 
natürlich  die  Versuchsresultate  in  beiden  Tierreihen  genau  zusammen- 
fallen. Ist  es  dagegen  schwächer,  so  tritt  eine  entsprechende  Ver- 
schiebung der  Resultate  ein,  aus  der  man  leicht  ersehen  kann,  um 
wieviel  das  betreffende  Serum  hinter  dem  angegebenen  Titre  zurück- 
bleibt. 

Die  folgende  Tabelle  zeigt  einen  in  dieser  Weise  ausgeführten 
Prüfungsversuch : 

1)  20  bezw.  21  ccm,  siehe  oben  S.  53. 

2)  Nach  voraufgegangener  Sterilitätsprüfung. 

3)  Aus  praktischen  Gründen  füllt  man  in  die  Fläschchen  zunächst 
das  Wasser,  und  zwar  Dosen  von  2,2 — 1,5  ccm.  Dann  beschickt  man  die 
Fläschchen  mit  je  1  ccm  der  Standardserumlösung  bezw.  der  Lösung  des 
zu  prüfenden  Serums  und  füllt  nun  erst  die  Giftdosen  zu. 

4)  Die  Mäuse  müssen  natürlich  alle  das  gleiche  Gewicht  haben. 
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Datum:  1.  IL  05. 

TetanuB- Antitoxin:  Fabrik  X  No.  j, 
EingeBandt  am:  31.  I.  05.  Eingetroffen  am:  1.  II.  05. 

Pferd  Nr.  4  u.  6. 

Geblutet  am  22.  u.  24.  IX.  04. 
Menge  des  eingesandten  Serums:  5  Liter. 
Phenoisehalt:  0,5  Proz. 
Angegebener  Titre:  6fach. 
Prüfung  auf  Sterilität:  steril. 

„         „    Phenolgebalt:  Maus  zittert  gering. 
W^bestimmung  auf:  6  A.E. 


I.  Standardserum:  Verdünnung  0,00(5:26,0  com. 
IL  Serum :  X  Nr.  11.    Verdünnung  1 :  600  (=  1-1-19,  davon  1  +  29). 
IIL  NormalgiftlÖBung: 
Zu  1  ccm  Serumverdünnung  werden  zugesetzt: 
Oift    aufgefüllt  mit 

OfO  „  „ 

0,9  „  „ 

1,0 

\               »I  »I 

1»2            ,f  „ 

1|3            ff  ff 

If*            If  ff 

1|5            II  fi 

Die  Giftserumgemische  bleiben  Vs  Stunde  bei  Zimmertemperatur  stehen. 
Injektionsmenge:  0,4  cm. 

Versuchstiere:  Weiße  Mause  (15  g). 
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Serum  No.  y. 

9.  0^ 

Kopf  rot 

2.  II. 

05         0 

3.    „ 

0 

4.    „ 

0 

6.    „ 

0 

6.    „ 

.;       0 

7.   „ 

0 

10.  0,9 

Nacken  rot 

2!n. 

05           0 

3.    „ 

0 

4.    „ 

0? 

5.    „ 

t 

6.    „ 

9 
If 

7.    „ 

9 
ff                     * 

LI.   1,0 

Bücken  rot 

2!  IL 

05            ? 

3.  „ 

4.  „ 

„  Spürchen 

II                      Tf 

6-    " 
b.    „ 

„  Spur 

If             It 

7.    „ 

„   leicht  krumm 

L2.   1,1 

Steiß  rot 

2.  IL 

05  Spürchen 

3.    „ 

„  Spur 

„   leicht  krumm 

4.    „ 

5.  „ 

6.  „ 

>i        fi         1« 

If        ff          i> 

7.    „ 

„  ziemlich  deutli< 

56 


R.  Otto. 


Standard -Serum. 

5.  1.2  rechter  Vorderfufieelb 

2.  IL  05  Spur 

3.  „  „  leicht  krumm 

4.  „  „  ziemlich  deutlich  krumm 

5.  ,f  ff  deutlich  krumm 

6.  f,  „  ziemlich  stark  krumm 

7.  „  „  stark  krumm 

g.  1,8  linker  Vorderfuß  gelb 

2.  IL  05  Idcht  krumm 

3.  „  „  ziemlich  deutlich  krumm 

4.  „  „  deutlich  krumm 

5.  „  „  ziemlich  stark  krumm 

6.  „  „  stark  krumm 

7.  y,  „  schwerer  Tetanus 

7.  1^  rechter  Hinterfuß  gelb 

2.  IL  05  deutlich  krumm 
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Serum  No.  y. 
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16. 


Der  im  vorliegenden  Falle  absolut  gleichmäßige  Verlauf  beider  Ver- 
suchsreihen zeigt,  daß  das  geprüfte  Antitoxin  in  der  Tat  genau  6fach  war. 

Wie  wir  aber  aus  dem  Gesagten  ersehen  können,  ist  die  Wert- 
bemessung des  Tetanusantitoxins  viel  komplizierter  als  die  des  Diph- 
therieheilserums (101).  Aus  diesem  Grunde  wird  auch  eine  absolut  genaue 
Werteinstellung  von  selten  der  Fabrik  bei  Einsendung  der  Präparate 
nicht  verlangt.  Zwar  müssen  auch  hier  die  Sera  mit  einer  bestimmten 
Titreangabe  zur  Prüfung  eingesandt  werden,  wenn  sich  aber  dieselben 
bei  der  Prüfung  als  nicht  vollwertig  erweisen,  so  werden  sie  doch 
nicht  direkt  zurückgewiesen,  wie  bei  der  Diphtherieserumprüfung,  sondern 
das  Institut  stellt  in  diesem  Falle  die  Sera  genauer  ein  und  läßt  sie 
zu  dem  gefundenen  Titre  zu,  vorausgesetzt,  daß  sie  den  Mindestgehalt 
von  5  bezw.  50  A.E.  in  1  ccm  flüssigem  bezw.  in  1  g  Trockenserum 
haben  und  den  sonstigen  Anforderungen  der  Prüfungsvorschrift  genügen. 


b)  Die  Wertbemessung  der  antibakteriellen  Sera. 
Um  die  bakterizide  Kraft  eines  Serums  zu  messen,  sind  verschiedene, 
mehr  oder  weniger  sicher  arbeitende  Methoden  versucht  und  angewandt 
worden.  Bei  fast  allen  hat  man  als  Indikator  der  spezifischen  Serum- 
wirkung die  Bakterienvernichtung;  und  zwar  in  erster  Linie  die  Bak- 
teriolyse,  sei  es  in  vivo  oder  in  vitro,  benutzt.  Unter  den  verschiedenen» 
auf  der  Bakteriolyse  beruhenden  Methoden  nimmt  der  „PpEiFFERSche 
Versuch**  die  erste  Stelle  ein  als  ein  Verfahren,  das,  wie  R.  Pfeiffer 
(46—47)  und  seine  Schüler  zeigen  konnten,  bei  gewissen  Seris,  z.  B. 
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dem  Choleraserum,  eine  genau  quantitative  Wertbemessung  gestattet. 
Spritzt  man  nämlich  einem  Meerschweinchen  lebende  Choleravibrionen 
zusammen  mit  fallenden  Dosen  Choleraimmunserum  intraperitoneal  ein, 
so  läßt  sich  mit  Sicherheit  diejenige  Serummenge  ermitteln,  welche  gerade 
noch  ausreicht,  um  das  Tier  gegen  eine  bestimmte  Prüfungsdosis,  z.  B. 
gegen  die  lOfache  tödliche  Dosis  virulenter  Kultur  zu  schützen,  welche 
Dosis  R.  Pfeiffer  als  1  I.E.  bezeichnete  fvergl.  auch  Friedberger  (48)J. 

'Eine  Erklärung  der  beim  PpBiFFBRschen  Versuch  in  der  Peritoneal- 
höhle sich  abspielenden  bakterioiytischen  Vorgänge  verdanken  wir  neben 
R.  Pfbipfbr  in  erster  Linie  Metschnikoff  (49)  und  Bordet  (50),  welche 
erkannten,  dafi  es  sich  hierbei  um  die  kombinierte  Wirkung  zweier  Sub- 
stanzen handelt,  von  denen  die  eine,  wie  Bobdbt  nachwies,  sehr  labil  ist 
und  auch  im  normalen  Serum  vorkommt  (Ehblichs  Komplement),  während 
die  andere  ziemlich  stabil  ist  und  als  Produkt  der  spezifischen  Immuni- 
sierung aufzufassen  ist  (Ehrlichs  Ambozeptor). 

Ein  tieferes  Eindringen  in  die  Kenntnis  der  Bakteriolyse  wurde  aller- 
dings erst  durch  die  Hämolysinforschung  ermöglicht,  da  man  hier  in  die 
Lage  versetzt  wurde,  im  Keagenzglas  mit  Ausschaltung  des  Tierkörpers 
genaue  quantitative  Versuche  vornehmen  zu  können  und  den  Mechanismus 
der  Lysine  ohne  Schwierigkeit  zu  verfolgen  (129).  Nach  den  grundlegenden 
Untersuchungen  Ehrlichs  und  Morqeneoths  (15)  verläuft  der  Vorgang  der 
Hämolyse  in  der  Weise,  daÜ  der  Ambozeptor  von  den  Blutkörperchen 
spezifisch  gebunden  wird  und  daß  er  sie  durch  weitere  Bindung  des  Kom- 
plements für  die  Wirkung  desselben  zugängig  macht.  Weitere  Unter- 
suchungen ergaben  dann  zwischen  den  Hämolysinen  und  den  Bakterie- 
lysinen  in  Bezug  auf  den  Wirkungsmechanismus  eine  weitgehende  Ueber- 
einstimmung.  Speziell  Ehrlich  und  seine  Mitarbeiter  M.  Neisseb,  Morgen- 
roth, Sachs,  Kyes  u.  a.  (15)  konnten  nachweisen,  daß  hier  und  dort  streng 
spezifische  und  chemische  Beziehungen  zwischen  Ambozeptor  und  Zelle 
einerseits,  sowie  zwischen  Ambozeptor  und  Komplement  andererseits  be- 
stehen, welche  quantitativen  Gesetzen  folgen.  Dementsprechend  hatten 
ja  auch  schon  £.  Pfeipfbr  und  seine  Schüler  den  Nachweis  führen 
können,  daß  man  mittels  des  PpEiFFERSchen  Versuchs  bei  Innehaltung  be- 
stimmter Kautelen  den  spezifischen  Wirkungswert  (i.  e.  den  Ambozeptorge- 
balt)  eines  Choleraimmunserums  genau  quantitativ  bemessen  kann. 

Indessen  ergab  die  weitere  Erfahrung  bald,  daß  der  PFEiFFERsche 
Versuch  nur  bei  einigen  Seris  zur  Wertbestimmung  brauchbar  war,  bei 
vielen  anderen  dagegen  nicht,  weil  hier  das  PPEiFFERsche  Phänomen 
ausblieb.  Man  versuchte  daher,  statt  der  Bakteriolyse  im  Tierkörper, 
die  Bakteriolyse  in  vitro  als  Wertbemessungsmethode  zu  benutzen,  unter 
den  verschiedenen  Methoden  (128),  welche  auf  der  Bakterienvernichtung 
in  vitro  beruhen,  erwies  sich  hierfür  als  besonders  geeignet  das  so- 
genannte „Plattenverfahren **.  Eine  große  Reihe  von  Forschern  hat  sich 
bemüht,  mit  Hilfe  dieser  Methoden  den  quantitativen  Nachweis  bakterio- 
lytischer  Stoffe  in  den  bakteriziden  Seris  zu  erbringen,  allein  die  Resul- 
tate, die  sie  erzielten,  waren  äußerst  ungleichmäßig  und  die  empfohlenen 
Verfahren  meist  viel  zu  kompliziert.    Erst  M.  Neisser  und  Wechs- 
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BERG  haben  durch  Einführung  brauchbarer  Versuchsanordnungen  die 
^Plattenmethode^  zu  einer  praktisch  anwendbaren  Wertbemessnngs- 
methode  vervollkommnet. 

Der  Qang  der  Prüfung  bei  dieser  Methode,  deren  genaue  Techmk 
M.  Nbissbr  in  Ehrlichs  gesammelten  Arbeiten  zur  Immunitätsforschimg 
(16)  angegeben  hat  und  die  später  von  verschiedenen  Seiten  zum  NacLweis 
bakterizider  Antikörper  sowohl  in  normalen  als  auch  in  Immnn>  bezr. 
Bekonvaleszentenseris  mit  Erfolg  angewendet  wurde,  ist  nach  M.  Neisses 
und  Wbchsberg  (70)  der, 

,,daß  z.  B.  je  Vsooo  ^^^  einer  eintägigen  Bouillonkultor  des  be- 
treffenden Bakteriums  in  eine  Reihe  steriler  Köhrchen  gegeben  wurde.  Da- 
zu kamen  wechselnde  Mengen  des  bei  56®  inaktivierten  Immunsenuns 
und  gleiche  Mengen  des  komplettierenden  aktiven  Serums  oder  in  anderen 
Breihen  gleiche  Mengen  Immunserum  und  wechselnde  Mengen  des  kom- 
plettierenden Serums.  Die  Abmessungen  waren  derart,  daß  überall  gleiche 
Mengen  Flüssigkeit  (gewöhnlich  2,5  ccm)  vorhanden  waren.  Die  Ver- 
dünnungen und  Auffüllungen  geschahen  mit  0,85-proz.  NaCl-Lösnng. 
Außerdem  wurden  jedem  Röhrchen  3  Tropfen  Bouillon  zugeftigt,  nachdem 
wir  uns  überzeugt  hatten,  daß  dadurch  ein  ungestörtes  Wachstum  in  den 
Kontrollproben  gewährleistet  war.  Umfangreiche  Kontrollen  waren  aller- 
dings jedesmal  nötig,  schon  um  die  benutzten  Sera  auf  Sterilität  zu 
prüfen.  Die  Proben  wurden  während  3  Stunden  bei  37^  gehalten  und 
dann  zu  Agarplatten  verarbeitet,  indem  mit  gleichmäßigen  Pipetten  ,'e 
5  Tropfen  zur  Aussaat  verwendet  wurden.  Die  Beurteilung  der  Platten 
geschah  stets  Vergleichs-  und  schätzungsweise,  etwa  nach  folgenden 
Schema:  0,  vereinzelt.  Hunderte,  Tausende,  unendlich." 

Wenn  nun  diese  Methode  in  der  Prüfungstechnik  von  uns  nicht 
angewandt  wird,  so  beruht  das  einmal  darauf,  daß  bei  derselben  häufig 
andere  Werte  gefunden  wurden  als  im  Tierversuch  [wie  dies  auch  jüngst 
die  Arbeiten  Kolles  und  seiner  Mitarbeiter  (112)  bestätigt  habenl. 
und  daß  zweitens  auch  diese  Methode  nur  bei  ganz  bestimmten  Seris 
anwendbar  war  und  unter  anderen  gerade  bei  den  Seris  versagte,  die 
für  die  amtliche  Serumprüfung  in  Betracht  kamen. 

Von  den  anderweitigen  Methoden  die  zur  Wertbemessung  der  spezi- 
fischen Wirksamkeit  der  antibakteriellen  Sera  in  neuerer  Zeit  vorgeschlagen 
und  versucht  sind,  seien  in  kurzem  hier  noch  ein  von  Bordet  und  Gengoc 
(141)  bereits  1901  angegebenes  Verfahren  und  eine  zuerst  von  Wright 
(54,  133)  angewandte  Methode  erwähnt.  Das  erstere  beruht  darauf,  daß 
die  mit  Ambozeptor  beladenen  Bakterien  im  stände  sind,  Komplemente  in 
vitro  an  sich  zu  reißen,  so  daß  nach  Zusatz  eines  hämolytischen  Systems 
die  ganz  oder  teilweise  ausbleibende  Hämolyse  einen  Rückschluß  auf  den 
Gehalt  des  Serums  an  Arabozeptoren  gestattet.  Mit  Hilfe  dieses  Ver- 
fahrens gelang  es  Gengoü  (53),  auch  Ambozeptoren  für  die  gelösten 
Eiweißstoffe  nachzuweisen,  und  durch  die  Untersuchungen  von  Moreschi 
(55),  Neisser  und  Sachs  (56,  57)  und  Gay  (58,  120)  hat  es  heute  eine 
große  Bedeutung  erlangt,  besonders  nachdem  M.  Neisser  und  Sachs 
auf  Grund  dieses  Verfahrens  zu  einer  neuen  Methode  der  EiweißdifTeren- 
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zierung  gelangt  sind  und  dieselbe  in  der  forensischen  Praxis  als  Blut- 
unterscheidungsmethode eingeführt  haben;  als  Methode  zum  quantita- 
tiven Nachweis  antibakterieller  Ambozeptoren  ist  dieses  Verfahren  dann 
von  Wassermann  und  Brück  (59),  sowie  Kolle  und  Wassermann  (60) 
beim  Meningokokkenserum  angewandt  worden. 

Die  genaue  Methodik,  wie   sie  Kollb  und  Wassbrmann  beim  Meningo- 
kokkenserum  anwandten,    besteht    darin,   daß   man   Flüssigkeiten,   welche 
Bakterienleibessubstanzen  gelöst  enthalten,  mit  dem  Immunserum,  welches 
Antikörper    für    die   betreffende    Bakterienart    enthält,    mischt.     Alsdann 
verankert  sich   der   spezifische   Immunkörper  (Ambozeptor)  an  die  in  der 
Flüssigkeit   gelösten   Leibessubstanzen   der   Bakterien.     Fügt  man  nun  zu 
dem  Gemisch  etwas  normales  komplementhaltiges  Serum  hinzu,  so  reißt  die 
Verbindung  Ambozeptor  -{'  Bakteriensubstanz    Komplement  an    sich.     Setzt 
man    dann    nachträglich    ein   hämolytisches  System  zu  dem  beschriebenen 
Gemische   hinzu,   so   tritt   keine  vollständige  oder  doch  nur  eine   teilweise 
H&molyse  ein.    Aus  dieser  mehr  oder  weniger  starken  Hemmung  der  Hämo- 
lyse  „läßt  sich  ein  Rückschluß    auf  den  Grad   des  Verbrauches  an   Kom- 
plement   und,    da    dieser  proportional   ist  dem  vofhandenen  Immunkörper, 
auf  den    Gehalt   des   Immunserum,    z.   B.    des    Meningokokkenserums     an 
Ambozeptoren     machen."      Kollb    und    Wassermann    wählten   dabei    die 
Versuchsanordnung   so,   daß   sie  zu   gleich   bleibenden   Mengen   (0,1    com) 
des  durch   einstündige  Erwärmung   auf  60^  C  inaktivierten  Immunserums 
abgestufte  Mengen   eines  bestimmten,    mit    Karbol    versetzten    Bakterien- 
extxaktes  hinzufügten  und  alsdann  als  Komplement  0,1  ccm  normales  Meer- 
scbweinchenserum   hinzugaben.    Die  Mischung  blieb  für  1  Stunde  bei  37^. 
Dann  wurde   das   hämolytische   System  zugesetzt.     Die   Befunde    werden 
nach  2-8tündigem  Verweilen  bei  37^  C  -|-  24-stündigem    Stehenlassen    im 
Eisschrank   notiert.     Die   Versuche   verliefen   vollkommen    quantitativ.   — 
Allein  selbst  Kolle  und  Wassebmann  äußern  sich  zu  dieser  Methode,  daß 
sie  dieselbe  noch  nicht  als  endgültig  abgeschlossen  betrachten  können. 

Nicht  unwichtig  für  die  Beurteilung  des  Wertes  dieser  Bordet- 
GENGOuschen  Methode  scheint  mir  aber  der  von  Nidriqailopf  (61) 
erhobene  Befund,  daß  sich  die  einzelnen  gegen  die  gleichen  Infektions- 
erreger hergestellten  Immunsera  insofern  verschieden  verhalten  können, 
als  man  bei  dem  einen  zwar  im  stände  ist,  mittelst  dieses  Verfahrens 
das  Vorhandensein  spezifischer  Ambozeptoren  nachzuweisen,  während 
dieser  Nachweis  bei  einem  zweiten  Serum  nicht  gelingt.  So  verliefen 
z.  B.  Versuche  mit  einem  von  Nidrigailoff  untersuchten  Pariser  Rot- 
laufserum und  dem  ÄRONSONSchen  Streptokokkenserum  negativ,  wäh- 
rend andererseits  die  gleichen  Versuche  mit  einem  Charkower  Rotlauf- 
serum und  einem  Pariser  Streptokokkenserum  positiv  ausfielen.  Auch 
M.  Neisser  (15)  hatte  schon  früher  gefunden,  daß  diese  Methode  in 
einigen  Fällen  nicht  zum  Ziele  führte. 

Die  zweite  Methode,  die  zuerst  von  Wright  (54,  133)  praktisch 
angewandt  wurde,  beruht  auf  der  Erscheinung,  daß  bestimmte  Sera  die 
Fähigkeit  erlangen,  Bakterien,  welche  mit  denselben  vorbehandelt  wurden, 
in  der  Weise  zu  stimulieren  (Metschnikoff),  daß  sie  in  vitro  im  Gegen- 
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satze  zu  unbehandelten  Bakterien  von  den  Leukocyten  schneller  und 
besser  aufgenommen  werden.  Diese  spezielle  Eigenschaft  bestimmter 
Sera  nannte  Wright  ^opsonisch".  Nachdem  schon  früher  Denys  und 
Leoleff  (62)  bei  ihren  Studien  über  die  Immunität  gegen  Strepto- 
kokken das  gleiche  Phänomen  (auch  in  vitro)  beobachtet  hatten  [von 
BoRDET  (63)  wurden  die  Resultate  in  vitro  zunächst  damals  nicht  be- 
stätigt] hat  injneuerer  Zeit  speziell  Neufeld  (64, 103, 125)  sich  unabhängig 
von  Wright  mit  dem  Studium  der  Wirkungsweise  dieser  „Bakteriotropine, 
eingehender  beschäftigt.  Eine  praktische  Verwendung  hat  aber  auch  diese 
Methode  bisher  nicht  gefunden,  da  einmal  diese  Substanzen  nach  den  bis- 
herigen Untersuchungen  nur  bei  ganz  bestimmten  Seris  in  größerer  Kon- 
zentration vorzukommen  scheinen  und  andererseits  selbst  bei  diesen,  z.  B. 
bei  den  Antistreptokokkenseris,  soweit  sie  bisher  staatlich  geprüft  werden 
der  Tierversuch  dieser  Methode  an  Einfachheit  und  Sicherheit  weit  über- 
legen ist.  KoLLE  und  Wassermann  (65),  welche  auch  diese  Methode 
zur  Wertbemessung  ihi:es  Meningokokkenserums  zu  verwenden  suchten. 
äußern  sich  auf  Grund  der  Versuche  ihres  Mitarbeiters  Löhlein  dahin, 
daß  „diese  von  Wright  Opsonine,  von  Neufeld  Bakteriotropine  ge- 
nannten Substanzen  für  eine  exakte  Wertbemessung  des  Meningokokken- 
serums kaum  zu  benutzen  sind**.  „Denn  da  die  Leukocyten  verschie- 
dener Tierarten  selbst  in  gewaschenem  Zustande,  noch  stärker  aber 
unter  Zusatz  von  normalem  Serum  einen  großen  Teil  der  Meningo- 
kokken in  sich  aufnehmen,  so  ist  eine  exakte,  zahlenmäßige  Beurteilung. 
in  welch  quantitativ  höherem  Maße  ein  Immunserum  diese  Vorgänge 
steigert,  äußerst  schwierig  und  in  erheblichem  Maße  subjektiv.  Wir 
lassen  dabei  die  Frage,  in  welchen  Beziehungen  die  die  Phagocjtier- 
barkeit  der  Kokken  bewirkenden  Substanzen  des  normalen  (Opsonine 
Wrights)  und  des  spezifischen  Serums  (bakteriotrope  Substanzen  Keu- 
felds)  zueinander  stehen,  offen.  Abgesehen  von  diesen  Schwierigkeiten, 
kommen  indessen  hierbei  auch  noch  sehr  große  individuelle  Schwan- 
kungen in  Betracht." 

Diese  letztgenannten  Methoden,  welche  alle  auf  den  Tierversuch 
verzichten,  müssen  nun  abgesehen  von  den  praktischen  Scwierigkeiten 
auch  theoretisch  zu  schweren  Bedenken  bezüglich  ihrer  Brauchbarkeit 
als  Wertberaessungsmethoden  Anlaß  geben  insofern,  als  wir  bei  ihnen 
die  Wirksamkeit  nur  ganz  bestimmter,  im  Reagenzglas  in 
Aktion  tretender  Körper  messen  können,  während  wir  auf  die 
Berücksichtigung  einer  Reihe  von  Körpern  verzichten  müssen,  welche 
zweifelsohne  bei  der  Schutzwirkung  der  Sera  in  vivo  eine  große  Rolle  spielen. 
Wie  wir  wissen,  enthält  ja  jedes  mit  Bakterien  hergestellte  Immunserum 
außer  den  rein  bakteriziden  Antikörpern  sicher  noch  eine  große  Reihe 
anderer  spezifischer  Produkte  der  Immunisierung,  so  z.  B.  Antitoxine, 
Präzipitine,  Agglutinine.  Wenn  nun  auch  die  Rolle  der  Agglutinine  und 
Präzipitine  bei  der  Schutzwirkung  in  vivo  keine  sehr  große  sein  dürfte,  so 


Die  staatliche  Prüfang  der  Heilsera.  61 

ist  die  Wirkung  der  Antitoxine  z.  B.  doch  nicht  zu  unterschätzen. 
Speziell  beim  Dysenterieserum  haben  Todd,  Rosenthal  und  Gabrit- 
SCHEWSKY  (cit.  nach  140)  und  in  neuerer  Zeit  Kraus  ^),  sowie  Vail- 
LARD  und  DoPTER  (140)  nachgewiesen,  daß  dessen  Wirksamkeit 
sicher  gleichzeitig  auf  seiner  antitoxischen  Eigenschaft  beruht.  Ein 
solches  zugleich  antitoxisches  Serum  bewirkt  vielleicht  hauptsächlich 
indirekt  die  Abtötung  der  Bakterien,  indem  es  sie  der  Schutzwaffe  be- 
raubt, welche  sie  gegen  die  Körperkräfte  zu  entfalten  vermögen. 

Weiterhin  ist  in  Betracht  zu  ziehen,  ob  nicht  auch  noch  andere 
Stoff  z.  B.  Antiagressine  (122)  oder  Anti-Endotoxine  bei  gewissen  Seris 
eine  Rolle  spielen.  Bezüglich  der  letzteren  haben  Maofadten  (66,  73) 
und  Besredka  (67,  74)  gerade  in  neuerer  Zeit  den  Nachweis  erbracht, 
daß  bei  geeigneter  Immunisierung,  z.  B.  mit  den  Typhusbacillen,  ein 
Anti-Endotoxin  erzeugt  werden  kann,  und  es  scheint  nach  den  üblichen 
Immunisierungsmethoden  nicht  ausgeschlossen,  daß  alle  antibakteriellen 
Sera  eine  gewisse  Quote  Anti-Endotoxin  enthalten. 

Aus  allen  diesen  Gründen  sehen  wir  uns  gezwungen,  ausschließ- 
lich im  Tierversuch  eine  Entscheidung  über  die  anti- 
infektiöse Wirksamkeit  eines  Serums  zu  versuchen,  da 
allein  hier  alle  Faktoren,  welche  die  Bakterien  bekämpfen  und  ver- 
nichten, in  Aktion  treten  und  gleichzeitig  zur  Wirkung  gelangen,  wäh- 
rend bei  der  Bakteriolyse  in  vitro  eine  bestimmte,  vielleicht  gerade 
wichtige  Quote  ungemessen  bleiben  kann. 

Dadurch,  daß  wir  aber  auf  den  Tierversuch  angewiesen  sind,  ent- 
stehen nunmehr  eine  Reihe  prüfungstechnischer  Schwierigkeiten,  auf 
welche  hier  näher  eingegangen  werden  muß. 

Zunächst  ist  für  die  große  Mehrzahl  der  antibakteriellen  Sera  wohl 
daran  festzuhalten,  daß  ihre  Wirkungsweise  nach  dem  Ambozeptortypus 
Ehrlichs  stattfindet  Dadurch  ist  aber  zugleich  die  Prüfung  der  Wirk- 
samkeit dieser  Sera  in  schwerer  Weise  gegenüber  den  antitoxischen 
Seris  kompliziert,  denn  während  wir  bei  den  Antitoxinen  die  Beziehungen 
allein  zwischen  Toxin  und  Antitoxin  zu  berücksichtigen  hatten,  haben  wir 
hier  von  vornherein  mit  der  vom  Ambozeptor  zum  Bakterium  und  mit 
der  vom  Ambozeptor  zum  Komplement  zu  rechnen. 

Vorausgesetzt  nun,  daß  die  bei  der  antibakteriellen  Wirkung  der 
Sera  in  Aktion  tretenden  Antikörper  in  der  Tat  Ambozeptoren  (bezw. 
Polyzeptoren)  sind,  so  ergeben  sich  theoretisch  hieraus  für  die  Prüfungs- 
technik bestimmte  Komplikationen,  die  zunächst  durch  den  Bau  (oder 
die  Avidität)  der  Ambozeptoren  bedingt  sein  können.  Wir  müssen  auf 
die  hierdurch  für  die  Prüfungstechnik  entstehenden  Schwierigkeiten 
speziell  bei  der  Prüfung  der  Schweineseuchensera  zurückkommen  und 
soll  daher  an  dieser  Stelle  auf  dieselben  nicht  näher  eingegangen  werden. 
Dagegen   möchte   ich   hier   kurz   auf  diejenigen    Komplikationen    hin- 


1)  Vortrag  auf  d.  fr.  Mikrobiolog.  Verein,  in  Berlin  1906. 
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weisen,  welche  bei  der  Bindung  zwischen  Ämbozeptor  und  Komplement 
von  seilen  des  Komplements  entstehen  können. 

Bekanntlich  hatten  Ehrlich  und  Moroenroth  (1.  c.)  bei  ihren 
Hämolysinstudien  nachgewiesen,  daß  durchaus  nicht  jedes  Komplemeot 
geeignet  ist,  jeden  Ämbozeptor  zu  komplettieren,  und  daß  die  Wahr- 
scheinlichkeit hierfür  um  so  größer  ist,  je  näher  das  zu  schützende 
Individuum  dem  Individuum  steht,  von  dem  das  Immunserum  gewonnen 
wurde,  daß  bei  einer  fernstehenden  Species  aber  eine  oft  nur  ganz  un- 
vollständige Komplettierung  einzutreten  pflegt.  Dies  ist  ja  leicht 
erklärlich,  da  der  Ämbozeptor  nach  seiner  Entstehung  in  einem  be- 
stimmten Tierkörper  spezifisch  für  das  betreffende  Bakterium  und  das 
bestimmte  Komplement  sein  muß.  Gerade  bei  den  Untersuchungen  mit 
bakteriolytischen  Seris  fand  man  hierfür  einige  markante  Beispiele. 

So  fand  Wechsberq  (68),  daß  der  durch  Immunisierung  vca 
Tauben  mit  Vibrio  Metschnikoff  gewonnene  Ämbozeptor  mit  Tauben- 
serum komplettiert  wird,  dagegen  nicht  der  durch  Immunisierung  von 
Kaninchen  erhaltene.  Ein  ähnliches  Beispiel  konnten  Kolle  und  Ver- 
fasser (69)  bei  ihren  Studien  über  die  Wirkung  des  Pestserums  kon- 
statieren. Ein  bei  Ratten  und  Mäusen  hochwirksames,  vom  Pferde  ge- 
wonnenes Pestserum,  versagte  vollständig  am  Meerschweinchen,  während 
bei  diesen  Tieren  ein  vom  Meerschweinchen  gewonnenes  Immunserum, 
das  bei  Ratten  und  Mäusen  absolut  keine  nennenswerten  schützenden 
Eigenschaften  zu  entfalten  vermochte,  deutlich  wirksam  war. 

Ohne  auf  die  zahlreichen  übrigen  Schwierigkeiten,  welche  infolge  der 
komplizierten  Beziehung  zwischen  Ämbozeptor  und  Komplement  entstehen 
können,  näher  einzugehen,  sei  hier  nur  noch  auf  die  eventuelle  Bedeutung 
der  von  M.  Neisser  und  Wechsberq  (70)  zunächst  in  vitro  nachge- 
wiesenen Komplementablenkung  für  die  Prüfungstechnik  hingewiesen.  Es 
sprechen  viele  Beobachtungen  in  der  Tat  durchaus  dafür,  daß  auch  in  vivo 
durch  einen  bedeutenden  Ueberschuß  von  Ämbozeptor  die  bakterizide 
Kraft  eines  Serums  nicht  nur  stark  geschwächt,  sondern  unter  Umständen 
sogar  aufgehoben  werden  kann  (118  u.  a.  113,  114,  115). 

Aus  dem  bisher  Gesagten  ergibt  sich  also,  daß  wir  zwar  bestimmte 
Mengen  Ämbozeptor  einem  Tiere  zuführen  können,  daß  wir  indes  infolge 
des  komplizierten  Baues  von  Ämbozeptor  und  Komplement,  sowie  der 
komplizierten  Wirkungsweise  beider  Komponenten  nie  voraussagen 
können,  inwieweit  die  zugeführten  Ambozeptoren  in  der  Tat  durch  die 
im  Einzelfalle  disponiblen  Komplemente  komplettiert  werden,  wodurch 
natürlich  ein  quantitatives  Messen  in  hohem  Grade  erschwert  werden 
muß.  In  gewissen  Fällen  kann  man  nun  aber  die  komplettierenden 
Leistungen  des  Organismus  durch  bestimmte  Eingriffe  (zeitlich  getrennte 
Seruminjektion  und  Infektion,  intraperitoneale  Injektion  der  Bakterien) 
wesentlich  verbessern,  wie  dies  die  Untersuchungen  von  Marx  (71) 
beim  Rotlaufserum  gezeigt  haben,  auf  die  ich  später  noch  zurückkommen 
werde. 
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Für  die  Prufungstechnik  ergibt  sich  hieraus  zunächst  die  Aufgabe, 
geeignetes  Tiermaterialzu  finden,  welches  das  in  der  Regel  von  Pferden 
gewonnene  Serum,  das  in  der  Praxis  bei  irgend  einer  anderen  Tierart  ver- 
wandt werden  soll,  genügend  gleichmäßig  komplettiert,  wie 
dies  z.  B.  die  Maus  beim  Rotlaufserum  tut.  Dieses  Serum  wird  bekanntlich 
von  Pferden  gewonnen,  an  der  Maus  geprüft  und  beim  Schwein  angewandt. 

Daß  die  hier  auftretenden  Schwierigkeiten  häufig  recht  große  sein 
können,  haben  uns  speziell  die  schon  erwähnten  Versuche  (1.  c.)  gezeigt, 
welche  mit  dem  SoBERNHEiMschen  Milzbrandserum  angestellt  wurden. 
Es  ist  bisher  (auch  bei  neueren  Versuchen  im  Institut  und  in  der 
Merkschen  Filiale  in  Halle  a.  S.)  nicht  gelungen,  eine  Tierart  zu  er- 
mitteln (außer  Schafen),  welche  dieses  Serum  genügend  gleichmäßig 
komplettiert.  Andererseits  erwiesen  sich  aber  die  Schafe  selbst  als 
wenig  geeignete  Tiere  zu  Prüfungsversuchen,  einmal  wegen  der  Unmög- 
lichkeit, an  ihnen  in  einem  gewöhnlichen  Laboratorium  zu  experimen- 
tieren, und  zweitens,  weil  sie  sich  der  Infektion  mit  Milzbrandbacillen 
gegenüber  in  hohem  Grade  verschieden  empfänglich  erwiesen. 

Wir  kommen  damit  zu  einer  ähnlichen  Bedingung,  wie  sie  bei  der 
Wertbemessung  eines  antitoxischen  Serums  erfüllt  sein  mußte,  nämlich 
dem  Besitz  einer  Tierspecies,  welche  für  die  bei  denPrü- 
fungsversuchen  anzuwendenden  Bakterien  von  genügend 
gleichmäßiger  „Empfänglichkeit"  bezw.  „Resistenz'*  ist. 
Hier  besitzen  wir  nun  allerdings  in  der  Maus  ein  Tier,  welches  für 
diese  Zwecke  sehr  geeignet  ist  und  daher  in  der  Serumprüfung  ausge- 
dehnte Verwendung  findet.  Allerdings  gibt  es  auch  eine  Reihe  über- 
haupt nicht  oder  doch  nur  in  mäßigem  Grade  tierpathogener  Bakterien, 
die  nur  für  den  Menschen  pathogen  sind  und  gegen  die  man  Immunsera 
herstellt.  In  diesen  Fällen  ist  aus  den  oben  näher  ausgeführten  Gründen 
eine  Wertbemessung  bisher  noch  nicht  möglich  gewesen. 

Wassermann  und  Kolle  (1.  c.)  haben  in  dem  schon  zitierten  speziellen 
Palle  bei  der  Wertbemessung  des  Meningokokkenserums,  wo  es  sich  um 
solche  gering  tierpathogenen  Bakterien  handelte,  versucht,  einen  sicher 
tödlichen  Infektionsmodns  für  Meerschweinchen  (Mäuse  lassen  sich  in  diesem 
Palle  nach  ihren  Angabe  nicht  verwenden)  dadurch  zu  erreichen,  daß  sie  die 
natürlichen  Widerstandskräfte  des  Körpers  künstlich  herabzusetzen  versuchten. 
Nachdem  schon  Bbttbncourt  (97)  diesen  Zweck  durch  Einverleibung  von 
Antikomplementsernm  vergeblich  zu  erreichen  getrachtet  hatte,  gingen  Kolle 
und  Wassebmann  dazu  über,  mit  Hilfe  der  künstlichen  Aggressine  Wasser- 
manns (96)  eine  für  normale  Meerschweinchen  unschädliche  Dosis  Meningo- 
kokken tödlich  zu  gestalten,  in  der  Absicht,  zu  untersuchen,  ob  das  Immun- 
sernm  alsdann  die  mit  künstlichem  Aggressin  und  Kultur  injizierten  Tiere 
von  dem  Tode  bewahren  könnte.  Allein  die  Versuche  ergaben,  daß  die 
Ergebnisse  der  Prüfungsreihen  nie  so  unzweideutig  waren,  daß  man  darauf 
eine  exakte  Wertbemessung  gründen  konnte,  wenngleich  sich  mit  Sicher- 
heit die  Anwesenheit  von  SchutzstofTen  in  den  Immunseris  nachweisen  ließ. 

Vorausgesetzt  nun,  daß  es  sich  um  die  Prüfung  eines  mit  tier- 
pathogenen Bakterien  hergestellten  Serums  handelt,   tritt  häufig  noch 
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eine  weitere  Reihe  von  Schwierigkeiten*  auf,  welche  die  Wertbemessuni 
derartiger  Sera  stark  komplizieren.  Dieselben  können  zunächst  durd 
die  Virulenzschwankungen  der  Kulturen  bedingt  sein  ^). 

Selbst  wenn  man  durch  häufiges  Ueberimpfen  und  regelmäßigi 
Tierpassagen  für  eine  gute  Virulenz  der  Kulturen  Sorge  trägt,  ist  & 
oft  nicht  möglich,  die  erforderliche  Höhe  und  Gleichmäßigkeit  in  dei 
Virulenz  der  Kulturen  mit  Sicherheit  zu  erzielen.  Aber  schon  Pfeiffei 
und  KoLLE  (72,  117)  haben  bei  der  Wertbemessung  des  Typhusserurai 
gezeigt,  daß  für  die  Titrierung  eines  Serums  die  Anwendung  einer 
Kultur  von  genügender  Virulenz  von  größter  Bedeutung  ist,  und  so 
kann  es  nicht  angängig  sein,  die  Beurteilung  des  Wirkungswertes  eines 
bakteriziden  Serums  allein  nach  seiner  Wirksamkeit  gegenüber  der  In- 
fektion mit  einer  bestimmten  Dosis  einer  virulenten  Kultur  durchzuführen. 
Indessen  gelang  es  Ehrlich  verhältnismäßig  leicht,  die  hieraus  ent- 
stehenden Schwierigkeiten  zu  überwinden,  und  zwar  durchEinführung 
eines  Standardserums  von  bekanntem  Titre  als  Maßstab  für 
die  Virulenz  der  Kultur.  Er  verfuhr  dabei  in  der  Weise,  daß  bei  jedem 
Prüfungsversuch  zwei  Versuchsreihen  angesetzt  wurden,  eine  mit  dem 
Standardserum  und  eine  zweite  mit  dem  zu  prüfenden  Serum.  Die 
Standardserumreihe  gab  alsdann  die  Menge  Serum  an,  welche  gegen 
die  angewandte  Infektion  schützte  und  die  zweite  Versuchsreihe  ließ 
durch  Vergleich  mit  der  ersten  mit  Leichtigkeit  erkennen,  welche  Wirk- 
samkeit dieses  Serum  im  Vergleich  zum  Standardserum  gegenüber  der 
gleichen  Infektion  auszuüben  vermochte.  Auf  diese  Weise  war  es 
möglich,  auf  eine  ganz  bestimmte  Virulenz  der  Prüfungs- 
kulturen zu  verzichten.  Wie  wichtig  aber  die  Ausschaltung  der 
Kultur  als  Träger  des  Wertmaßes  war,  haben  spätere  Beobachtungen 
nach  Einführung  des  Standardserums  gelehrt,  welche  man  bei  der  Wert- 
bemessung des  Rotlaufserums  im  hiesigen  Institut  zu  machen  Gelegen- 
heit hatte.  Es  zeigte  sich  nämlich,  daß  gegen  die  gleiche  Infektion, 
welcher  die  Kontrollmäuse  prompt  in  48  Stunden  erlagen,  anfangs 
0,01  ccm,  später  aber  schon  0,001  ccm  desselben  Standardserums 
schützte.  Es  hatte  also  die  Kultur,  ohne  daß  eine  Virulenzabnahme 
gegenüber  den  nicht  mit  Serum  behandelten  Tieren  erkennbar  wurde, 
doch  schon  eine  wesentliche  Abschwächung  bezw.  Resistenzverminderung 
dem  Serum  gegenüber  erfahren.  (Da  sich  bei  diesen  Kulturen  die  Virulenz- 
abschwächung  gegenüber  den  unbehandelten  Tieren  meist  erst  viel  später 

1)  Auf  die  Möglichkeit  einer  (durch  eine  ungleichmäßige  BeeinflnssuDg 
der  Kultaren  durch  das  Immunserum  verursachten)  Störung,  wie  sie  z.  ß. 
bei  vereinzelten  Typhuskulturen  im  PFKiFFBRschen  Versuch  beobachtet  ist 
(109,  116),  soll  hier  nicht  näher  eingegangen  werden.  Derartige  Kulturen 
sind  eben  zu  Prüfungszwecken  nicht  geeignet.  Es  sei  bei  dieser  Gelegenheit 
bemerkt,  daß  bisher  zu  allen  Prüfungen  der  „provisorisch  staatlich  geprüften*^ 
antibakteriellen  Sera  die  Fabriken  ihre  eignen  Immunisierungskulturen 
einsenden  mußten. 
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bemerkbar  macht,  so  hat  man  in  der  Prüfung  mit  einem  Standardserum 
ein  Mittel,  Abschwächungen  der  Kulturen  sehr  frühzeitig  zu  erkennen !) 
Den  Wertgehalt  der  bakteriziden  Sera  bemessen  wir  nun 
stets  durch  Prüfung  ihres  „Schutzwertes",  da  bei  fast  allen  eine 
eigentliche  kurative  Wirkung  sich  experimentell  vielleicht  noch  schwerer 
nachweisen  läßt  als  bei  den  Antitoxinen  ^).  Während  hier  v.  Behring  (1.  c.) 
und  seine  Schüler  (104),  sowie  Dönitz  (75,  126)  nachweisen  konnten,  daß 
man  wenigstens  noch  nach  einiger  Zeit  durch  hohe  Serumdosen  einen  als 
Heilwirkung  aufzufassenden  Einfluß  ausüben  kann,  geht  aus  den  Beobach- 
tungen von  Lazarus  (76),  Issaeff  (77),  sowie  von  Sobernheim  und  Jaco- 
BiTZ  (78)  hervor,  daß  die  zeitliche  Heilungsgrenze  z.  B.  beim  Choleraserum 
im  PPEiFFERSchen  Versuch  eine  außerordentlich  beschränkte  ist.    Mit  Im- 
munserum allein  gelang  es  letzteren,  nur  ganz  kurze  Zeit  nach  der  Infektion 
noch  Heilung  zu  erzielen,  auch  mit  Hilfe  einer  kombinierten  Ambozeptor- 
Komplementbehandlung  nur  noch  2Y2  Stunden  nach  der  Infektion,  während 
nach  5  Stunden  alle  Bemühungen  vergeblich  waren.    Aehnliche,  wenig 
günstige  Resultate  erhielten  auch  andere  Autoren  sonst  mit  bakteriziden 
Seris,  u.  a,  Kolle  und  seine  Mitarbeiter  (6,111)  bei  Heilversuchen  mitPest- 
seram.  Bei  diesen  schien  es  sogar  häufig,  als  ob  die  späte  Serumanwendung 
eher  schädlich  wirkte  als  nützlich,  eine  Erscheinung,  die  auch  bei  anderen 
Seris  (52,  79)  beobachtet  wurde  und  in  der  Weise  erklärt  wird,  daß  die 
bakteriziden  Kräfte  der  Sera  zwar  noch  im  stände  sind,  die  bereits  reichlich 
im  Körper  zur  Vermehrung  gelangten  Bakterien  abzutöten,  daß  dann  aber 
das  Individuum  den  nunmehr  frei  gewordenen  Endotoxinen  —  welche  be- 
kanntlich den  eigentlichen  Toxinen  fernstehen  und  sich  von  ihnen  vor 
allem  dadurch  unterscheiden,  daß  gegen  sie  eine  Antikörperbildung  sehr 
schwer  zu  erzielen  ist  — ,  erliegt. 

Wie  bei  den  antitoxischen  Seris,  so  pflegen  wir  auch  bei  den  bak- 
teriziden Heilseris  den  gefundenen  Wirkungswert  nach  Immu- 
nitätseinheiten auszudrücken  und  zwar  ist  bei  allen  der  staatlichen 
Kontrolle  bisher  unterstellten  Seris  als  Normalserum  ein  solches  betrach- 
tet worden,  von  dem  0,01  ccm  gegen  die  nachfolgende  (mehrfach)  tödliche 
Dosis  schützt  (1  ccm  dieses  Serums  =  1  I.E.).  Im  Laufe  der  Zeit  hat 
sich  aber  der  Usus  eingebürgert  (mit  Ausnahme  bei  der  Wertberaessung 
des  ARONSONschen  Antistreptokokkenserums)  ein  Serum,  das  in  der 
Dosis  von  0,01  ccm  gegen  die  nachfolgende  (mehrfach)  tödliche  Dosis 
lebender  Bakterien  schützt,  kurz  als  „hundertfach"  zu  bezeichnen. 

Auch  die  den  Prüfungen  der  verschiedenen  antibakteriellen  Seris 
zu  Grunde  gelegte  „Immunitätseinheit"  ist  ein  zunächst  will- 
kürlich gewähltes  Maß,  das  nun  aber  ein  für  alleraal  feststeht.  Als 
Träger   dieses  Maßstabes  dienen  uns  auch  bei  allen  der  staatlichen 


1)  Vergl.  Aronson  (82). 
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Prüfung  unterstellten   antibakteriellen   Seris  Standardsera  von  be- 
stimmtem Gehalt  an  Immunitätseinheiten. 

1.  Das  Schweinerotlaufserum. 

Die  erste  Wertbemessungsmethode  für  das  Rotlaufserum  stammt 
von  Lorenz  (80),  welcher  das  (zu  der  von  ihm  eingeführten  kombi- 
nierten Schutzimpfung  benötigte)  Serum  auf  seine  Brauchbarkeit  in 
folgender  Weise  prüfte:  er  infizierte  graue  Mäuse  in  Hauttasche  mit 
0,01  ccm  einer  Bouillonkultur  und  injizierte  diesen  Tieren  gleich  nach 
der  Impfung  fallende  Dosen  des  zu  prüfenden  Serums  (subkutan).  Das 
Serum  mußte  so  mindestens  in  der  Dosis  von  0,01  ccm  die  Mäuse  Tor 
dem  Tode  schützen. 

Schütz  und  Voges  (81, 131)  dagegen  bestimmten  den  Schutzwert 
des  Rotlaufserums  an  Mäusen  in  der  Weise,  daß  sie  Serum  und  Koltar 
(0,1  ccm  =  ca.  llOfache  tödliche  Dosis)  gemischt  gleichzeitig  subkutan 
injizierten. 

In  ähnlicher  Weise  wurde  ursprünglich  auch  die  Prüfung  im  In- 
stitut für  experimentelle  Therapie  ausgeführt  Eine  immer  gleichbleibende 
Menge  Bouillonkultur  wurde,  gemischt  mit  fallenden  Mengen  Serum. 
einer  Reihe  von  weißen  Mäusen  unter  die  Haut  gespritzt.  Diejenigen 
Mäuse,  welche  nach  10  Tagen  noch  gesund  waren,  wurden  als  maß- 
gebend angesehen  und  nach  der  zu  diesem  Schutze  nötig  gewesenen 
Serummenge  der  Wert  des  Serums  bezeichnet. 

Trotzdem  man  aber  besondere  Mühe  auf  die  gleichmäßige  Aas- 
führung der  Versuche  verwandte,  gelang  es  doch  nicht,  Prüfungsreihen 
von  der  gewünschten  Regelmäßigkeit  zu  erhalten,  so  daß  die  Wert- 
bemessungs- Versuche  häufig  wiederholt  werden  mußten.  Dieser  üebel- 
stand  gab  die  Veranlassung  dazu,  daß  weitere  Versuche  zur  Verbesse- 
rung der  Methode  angestellt  wurden. 

Bei  diesen  Untersuchungen,  die  Marx  (71)  im  hiesigen  Institut 
ausführte,  ergab  sich  als  Ursache  der  Störungen  die  mangelhafte  and 
langsame  Komplettierung  des  Rotlaufserums  durch  den  Organismus  der 
Mäuse.  Es  dauerte  scheinbar  mehrere  Stunden,  ehe  das  mit  den  Kul- 
turen gemischt  injizierte  Serum  aktiviert  wurde,  und  so  hatten  allem 
Anscheine  nach  die  Bakterien  inzwischen  Gelegenheit  gefunden,  sich  im 
Körper  des  Tieres  zu  vermehren.  Das  später  aktivierte  Serum  fand 
dann,  den  individuellen  Verhältnissen  entsprechend,  durchaus  verschiedene 
Mengen  Kultur  vor,  wodurch  wie  anzunehmen  war  die  störenden  Unregel- 
mäßigkeiten entstanden.  Marx  änderte  daher  (nachdem  er  zunächst  ver- 
geblich versucht  hatte,  das  inaktive  Rotlaufserum  durch  natives  komple- 
menthaltiges  Serum  zu  aktivieren)  die  alte  Prüfungsmethode  in  der  Weise 
ab,  daß  er  zuerst  das  Serum  allein  gab  (subkutan)  und  dann  24  Stunden 
später  die  Impfung  vornahm,  und  zwar  intraperitoneal,  damit  „die  Bak- 
terien in  einer  Weise  dem  Tiere  zugeführt  werden,  daß  sie  der  Wirkung 
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des    Immunkörpers   sofort   unterliegen    und    eine    Wucherung    ausge* 
schlössen  wird". 

Diese  neue  Methode  ergab  nun  praktisch  sehr  gute  Resultate,  wie 
dies  auch  Nachprüfungen  außerhalb  des  Instituts,  z.  B.  von  Gasper  (in 
Höchst),  bestätigt  haben.  Auch  heute  prüfen  wir  noch  nach  diesem 
Verfahren,  welches  für  verschiedene  andere  Methoden  vorbildlich  ge- 
worden ist,  nur  wählen  wir  als  Prüfungstiere  statt  der  grauen  jetzt  in 
der  Regel  weiße  Mäuse.  Diese  bieten  den  Vorteil,  daß  man  bei  ihnen, 
wie  schon  Marx  fand,  die  Infektion  bereits  nach  einer  Stunde  vornehmen 
kann  (sie  aktivieren  also  scheinbar  das  Immunserum  schneller  als  graue 
Mäuse)  und  daß  sie  viel  leichter  zu  beschaffen  sind  als  letztere. 

Bei  der  amtlichen  Rotlaufserumprüfung  verfahren  wir  seit  den  Unter- 
suchungen von  Marx  nunmehr  in  folgender  Weise:  Es  werden  zwei 
Prüfungsreihen  angesetzt,  eine  mit  Standardserum  —  das  bei  jeder  Prüfung 
stets  frisch  gelöst  wird  —  und  eine  zweite  mit  dem  zu  prüfenden  Rotlauf- 
serum — ,  wobei  sich  der  Grad  der  Verdünnung  nach  den  Angaben  der 
Fabrik  richtet.  Das  Standardserum  ist  in  der  für  jede  Prüfung  nötigen 
Menge  von  0,5  ccm  (=  0,05  Trockenserum)  in  EHRLiCHschen  Vakuum- 
Trockenapparaten  eingeschlossen  und  hat  den  konventionell  angenommenen 
Wert  von  100  I.E.  in  1  ccm  *).  In  der  Regel  schützen  0,015  ccm  dieses 
Standardserums  gegen  die  folgende  Infektion  mit  der  Prüfungsdosis 
(==  y^^  ccm  einer  virulenten  24-stündigen  Bouillonkultur).  Um  alle 
Uebergänge  von  Lf  bis  Lo  in  den  Versuchsreihen  vorzufinden,  werden 
daher  folgende  Verdünnungen  von  Standardserum  angewandt: 
0,01  =  0,5  der  Verdünnung  1:50 
0,015    =  0,3    „  „  1 :  20 

0,02      =  0,4    „  „  1 :  20 

0,0275  =  0,55  „  „  1 :  20 

0,035    =  0,7     „     .  „  1 :  20. 

Ist  der  Titre  des  zu  prüfenden  Serums  ebenfalls  als  lOOfach^)  an- 
gegeben, so  hat  man  dementsprechend  mit  den  gleichen  Dosen  und  Ver- 
dünnungen zu  arbeiten. 

Mit  jeder  Serumdosis  werden  zwei  weiße  Mäuse  subkutan  injiziert. 
Nach  einer  Stunde  folgt  zugleich  mit  der  Infektion  von  zwei  Kontrollen 
die  intraperitoneale  Infektion  der  Tiere  mit  Vioo  ccm  24-stündiger 
Bouillonkultur. 

Verlaufen  die  Versuchsreihen  regelmäßig,  so  müssen  die  Kontrollen 
in  2  X  24  Stunden,  spätestens  3  X  24  Stunden  sterben.  Außerdem 
müssen  von  den  mit  Standardserum  behandelten  Tieren  diejenigen  mit 
0,01  ccm  mit  einer  Verzögerung  von  einigen  Tagen  eingehen,  während 
alle  anderen  Tiere  davonkommen  sollen,  und  zwar  zeigen  in  der  Regel 
die  Tiere  mit  0,015  noch  schwere,  die  mit  0,02  noch  leichte  Krankheits- 


1)  Vergl.  S.  65. 

2)  Bestimmungsgemäß  müssen  alle  Rotlaufsera  mindestens  lOOfach  sein. 
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erscheinuDgeD.  Die  eingegangenen  Tiere  werden  seziert,  um  inter- 
kurrente Krankheiten  als  Todesursache  auszuschließen. 

Die  Beobachtung  der  Versuchstiere  wird  8  Tage  lang  fortgeföhr. 
der  Prüfungsabschluß  findet  demnach  am  9.  Tage  statt.  Entspricht  in 
dem  oben  angegebenen  Falle  z.  B.  das  lOOfache  Serum  seinem  Titre. 
80  muß  die  zweite  Versuchsreihe  einen  der  ersten  Reihe  vollstlDdi. 
parallelen  Versuchsverlauf  zeigen.  Sterben  von  dieser  Reihe  noch  die 
Tiere  mit  0,015  ccm,  so  ist  das  Serum  selbstverständlich  nicht  voll- 
wertig*). 

Ueber  den  Verlauf  der  Prüfung  findet  eine  genaue  Protokolliernng 
statt,  wie  aus  dem  folgenden  Beispiel  ersichtlich  ist: 


Datum :  29.  V.  05. 
Eingesandt  am:  26.  V.  05. 
Kontroll-No.  62. 


Rotlaufaermn  No.  H  62. 


Kdmgehalt:  steriL 

BemerkoDgen:  Zugelassen  am:  6.  VI.  05. 


Fabrik: E 
Eingetroffen  am :  29.  V.  <JD. 
Pferde:  34,  36.  C 
Geblutet:  15.  und  16.  VU.  04,  4.  IV.  a'. 
Menge:  25  Liter. 
Angegebener  litre:  lOO&bch. 
Geprüft  auf:  lOOfach. 


0,01 

0,015 

0,02               0,0275 

0,035 

0^  Vso           Oß  V,«           0,4  V.0           0^5  V«,           0.7  V« 

IL  Zu  prüfendes  Serum  H  62: 

0,01               0,015               0,02              0,0275              0,035 

0,5  \',o           Oß  V,o           0,4  V,o           0,55  V,o           0,7  V,. 

III.  Kontrollen. 

Vioo  =  0,3  1 :  30  24-stündige  BouiUonkultur. 

Weifle  Mäuse  (15  g);  Differenz  zwischen  8eruminjektion  und  Infektion  l  Stande. 

Standardserum 

»erum  H  62 

la            0,01             Ib 

6a           0,01             6b 

30.  V.  05 

0 

30.  V.  05 

krank? 

30.  V.  05 

ü? 

30.  V.  (Ä      0 

ÖLm        „           „ 

0? 

^!:a;; 

krank 

•^i'    1»     i> 

0? 

3L   „    „       ö? 

1.  VI.  „ 

krank 

krank 

1.  VI.   , 

krank 

1.  VL  „     btt^ 

2 

krank 

2.    „     „ 

t  4 

•> 

''•      tt      II 

krank 

2.    „   „      ^^ 

«j-  »  i> 

t5 

«^'     »»     II 

A. 

^'       »»      II 

^*      »1       II 

krank 
krank 
krank 

1 

1 

6.    1,    „ 

krank 

2a           0,015           2b 

7a           0,015           7b 

30.  V.  05 

0        30.  V.  05 

0 

30.  V.  05 

0 

30.  V.  05  i     0- 

31.   „     „ 

0 

31.    „     „ 

0 

31.    „     „ 

0? 

dl.      „       |>    ,      .      ■  L 

1.  VI. 

, 

krank 

1.  VI.  „ 

0? 

1.  VL   , 

krank 

1.  VI.  „ 

tim    1 

2.    „ 

1 

krank 

2 

krank 

2.    „    „ 

bess.  sich    2.    „   „ 

besfcsieli 

3.    „ 

) 

bess.  sich 

^*       if       >l 

krank 

q 

*'•          1»          II 

0?         3.    ,.    .1 

4.    .. 

, 

bess.  sich 

4.     „     „ 

bees.  sich 

^.           „          „ 

0           4.    „   „ 

0' 

5.    „ 

> 

gesund 

5.    „    „ 

0? 

5.    II    II 

0        !    5.    „    ,1 

0 
0 

e.  „ 

» 

0 

6.    ,>    „ 

0 

6.    „    ,1 

0        !    6.    „    „ 

1)  Da  es  vorl 

lommen  kann,    daß  einmal  ein  Tier  „ausfallt"  («.  5-  "j" 

folge  Verletzung  bei  der  Kulturinjektion  oder  weil  das  Tier  latent  triat  j 

war),  8 

0 

sind  fiir  ^ 

ede  Dosi 

8  immer  5 

l  Tiere  vo 

rgesehen 

• 
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Standardserum 

Serum  H  62 

3a             0,02            3b 

8a 

0,02             8b 

30.  V. 

05 

0         130.  V.  05 

0 

30.  V.  05 ! 

0 

30.  V.  05 

0 

31.   „ 

9) 

0?       ;31.    „     „ 

0? 

3L    „     „ 

0? 

31.    „     II 

0? 

1.  VL 

krank? 

1.  VL  „ 

0? 

L  VL  ,1 

0? 

L  VL  „ 

krank? 

2.    „ 

71 

0? 

2 

^«     11     11 

0 

2.    11    II 

0 

o 

f'    11    11 

0? 

3.    „ 

II 

0 

**•     if     11 

0 

•^«    1/    11 

0 

*^'     II     II 

0 

^    .. 

II 

0 

4.       ,1       19 

0 

A 

*•       »1       11 

0 

^»     II     II 

0 

5.    „ 

II 

0        '  5.    „    1, 

0 

5.    „    „ 

0        1    5.    „    „ 
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2.  Das  polyvalente  Schweineseuchenserum 
(provisorisch  staatlich  geprüft  seit  1902). 

Das  polyvalente  Schweineseuchenserum  wird  von  dem  Pharma- 
zeutischen Institut  L.  W.  Gans  in  Frankfurt  a.  M.  nach  den  An- 
gaben der  ProflF.  Wassermann  und  Ostertaq  hergestellt,  und  zwar 
werden  zur  Immunisierung  der  Pferde  möglichst  zahlreiche  Stämme  des 
Schweineseuchebakteriums  von  möglichst  verschiedener  Provenienz  ge- 
wählt Zur  Herstellung  derartiger  „multipartialer  Sera"  wurden  Wasser- 
mann und  OsTERTAG  (84)  durch  folgende  Erwägungen  veranlaßt: 

W.  und  0.  nehmen  auf  Grund  ihrer  Untersuchungen  an,  daß  alle 
Schweineseuchebakterien  zwar  gemeinsame  dominante  Rezeptoren  be- 
sitzen, daß  aber  jeder  einzelne  Stamm  Partialrezeptoren  besitzt,  die  bei 
den  einzelnen  Stämmen  erheblich  voneinander  abweichen.  Dement- 
sprechend resultiert  bei  der  Immunisierung  mit  nur  einem  Stamme  ein 
Serum,  das  neben  den  allen  Schweineseuchebakterien  gemeinsamen  Rezep- 
toren eine  bestimmte  Anzahl  Partialambozeptoren  enthält,  die  nur  für  die 
Rezeptoren  des  Ausgangsstammes  passen.  Infolgedessen  wird  ein  solches 
Serum  nur  gegen  die  Ausgangsstämme  oder  zufällig  gleich  gebaute  Stämme 
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wirksam  sein  können,  während  es  gegenüber  einer  großen  Reihe  anderer 
Stämme  wenig  oder  gar  nicht  wirksam  sein  wird.  Um  diesem  Uebel- 
Stande  zu  begegnen,  haben  W.  und  0.  vorgeschlagen,  nicht  mit  einem 
Stamme  die  Immunsera  gegen  Schweineseuche  herzustellen,  sondern 
bei  der  Herstellung  derselben  so  vorzugehen,  daß  man  den  Tieren 
verschiedene  Bakterienstämme  der  gleichen  Species  bei  der 
Immunisierung  injiziert  und  die  Sera  mit  verschiedenen  Stämmen 
immunisierter  Tiere  mischt  (124).  Auf  diese  Weise  soll  ein 
^multipartiales",  gegen  verschiedene  Stämme  wirksames  (poly- 
valentes) Serum  erzielt  werden.  Ueber  die  verschiedene  Wirkungsart 
mono-  und  polyvalent  gewonnener  Sera  äußern  sich  die  Autoren  selbst 
folgendermaßen: 

„Vergleichen  wir  den  verschiedenen  Bau  und  damit  die  verschiedene 
Wirkungsweise  eines  mono-  und  eines  polyvalenten  Serums,  so  ist  der  Hanpt- 
unterschieid  zwischen  beiden  folgender:  Das  polyvalente  Serum  setzt  sich 
aus  einer  weit  größeren  Anzahl  verschiedener  Partialteile,  entsprechend  den 
individuell  schwankenden  Nebenrezeptoren,  zusammen,  als  das  monovalente 
Serum.  Wir  haben  schon  eingangs  darauf  aufmerksam  gemacht,  da£  das 
polyvalente  Serum,  wie  wir  es  auffassen,  sich  grundsätzlich  von  jene^ 
polyvalenten  Seris  nach  dem  Typus  des  DsKYSSchen  Streptokokkensemmi 
unterscheidet.  Es  ist  daher  richtiger,  daß  wir  solche  Sera,  wie  sie  Jensen, 
Tavbl,  Mosbe,  Wechsberg,  Lipstbin,  Lipschütz  und  Volk,  Römib,  wir 
u.  a.  vorschlagen,  nicht  mehr  polyvalente  Sera,  sondern  um  das,  was  sie 
ihrem  Wesen  nach  von  diesen  scharf  unterscheidet,  prägnanter  hervortretet 
zu  lassen,  multipartiale  Sera  nennen.  Der  eine  von  uns^)  hat  an 
anderer   Stelle   bereits  diesen  Namen  in  Vorschlag  gebracht. 

Bei  der  genaueren  Betrachtung  der  verschiedenen  Wirkung  eines  mono- 
valenten und  multipartialen  Serums,  speziell  des  Schweineseuchensenims, 
müssen  wir  also  vor  allem  berücksichtigen,  daß  das  Immunseram,  d.  h. 
die  Ambozeptoren ,  die  beim  Immunisieren  eines  Tieres  entstehen,  sich 
zusammensetzt  aus  der  Summe  der  den  einzelnen  Partialrezeptoren  des 
Bakterienleibes  entsprechenden  Partialambozeptoren.  Bezeichnen  wir  den 
dominanten  Rezeptor  in  einem  Mikroorganismus  mit  D  und  die  in  einem 
beliebigen  Stamm  Schweineseuche  vorhandenen  Nebenrezeptoren  als  X^, 
N2,  N3,  N4,  so  wird  das  mit  diesem  Stamme  gewonnene  Serum  sich  zn- 
sammensetzen  aus  AD  -|-  AN,  -\-  AN 3  -[-  ANg  -|-  AN4  ,  wobei  A  =  Ambo- 
zeptor  ist.  Nehmen  wir  einen  zweiten  und  dritten  Stamm,  die  sich  von 
dem  ersteren  in  den  Nebenrezeptoren  individuell  unterscheiden,  also 
wiederum  D,  aber  Nebenrezeptoren  N^,  N3,  Ng,  Ng,  einen  dritten  D, 
N3,  Ng,  Nß,  Ny,  und  wir  immunisieren  nun  ein  Tier  gleichzeitig  mit 
diesen  drei  Stämmen,  so  wird  dementsprechend  der  entstehende  Ambozeptor 
sich  zusammensetzen  aus  dem  gemeinschaftlichen  dominanten  Rezeptor  AD 
und  aus  der  Summe  der  Nebenrezeptoren  -[-  AN^^  -|~  -^^2  "f"  ANg  -|-  AK, 
-|-  ANg  -[-  ANg  -|-  AN7.  Entsprechend  der  geringeren  Anzahl  von  Partial- 
ambozeptoren in  dem  ersten,  dem  monovalenten  Serum,  wird  dafür  jeder 
Partialanteil  in  größerer  Menge  von  dem  Tiere  produziert  werden,  in  dem 

1)  Wassermann,  Verhandlungen  des  Internat.  Kongr.  filr  Hygiene  z^ 
Brüssel  1903.    Festschrift  zum  60.  Geburtstage  Robbrt  Koohs.    Jena  1904. 
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moltipartialen  Serum  dagegen  werden  melir  Partialambozeptoren,  daftlr 
aber  jeder  einzelne  in  geringerer  Höhe  vorhanden  sein.  Es  wird  also  bei 
der  Immunisierung  mit  nur  einem  Stamme  ein  Serum  entstehen,  das 
bezüglich  seiner  wenigen  Partialambozeptoren  sehr  hoch  ist,  das  aber 
in  Bezug  auf  die  Zahl  der  verschiedenen  Partialambozeptoren  sehr  wenig 
breit  ist.  Umgekehrt  werden  wir  bei  der  Immunisierung  mit  mehreren 
Stämmen  ein  Serum  erhalten,  das  jeden  einzelnen  Partialambozeptor 
weniger  konzentriert,  dafür  aber  weit  mehr  differente  Partialambozeptoren 
enthält.  —  Wenn  wir  uns  dies  körperlich  vorzustellen  versuchen  und  als 
Yergleichsobjekt  dafür  etwa  ein  altrömisches  Fascesbündel  nehmen,  das 
einen  Stab  darstellt,  der  sich  aus  der  Summe  einzelner  Stäbe  zusammen- 
setzt, so  repräsentiei-t  das  monovalente  Serum  einen  hohen  Stab,  der  sich 
aus  wenigen  einzelnen  Stäben  komponiert,  das  multipartiale  umgekehrt 
einen  ktirzeren,  aber  bedeutend  dickeren,  da  er  weit  mehr  einzelne  Stäbe 
enthält.  Damit  stimmt  die  Wirkung  eines  monovalenten  und  multipartialen 
Serums,  die  wir  beim  experimentellen  Vergleich  der  beiden  nachweisen 
können,  überein,  wie  die  nachfolgenden  Arbeiten  zeigen. 

Ein  monovalentes  Serum  wirkt,  wenn  es  zufälligerweise  einen  Stamm 
trifft,  auf  den  seine  Partialambozeptoren  einpassen,  bereits  in  geringeren 
Mengen  als  ein  multipartielles.  Daftir  aber  gibt  es  eine  große  Anzahl 
Stämme,  ftlr  die  es  nur  den  dem  dominanten  Rezeptor  entsprechenden 
dominanten  Ambozeptor  zur  Verfügung  hat,  währenddem  die  individuell 
schwankenden  Nebenrezeptoren  in  ihm  nicht  genügend  vertreten  sind. 
Einen  solchen  Stamm  wird  alsdann  ein  hohes  monovalentes  Serum  nur 
bis  zu  einem  gewissen  Orade,  aber  für  die  Praxis  ungenügend  beeinflussen, 
wie  gleichfalls  die  nachfolgenden  Versuche  zeigen.  Dagegen  wird  das 
multipartiale  Serum  den  einzelnen  Stamm  erst  in  einer  etwas  höheren 
Konzentration  beeinflussen.  Dafür  hat  es  aber  den  Vorteil,  daß,  sofern 
es  genügend  multipartial  ist,  kaum  ein  Stamm  vorkommen  wird,  bei  dem 
es  nicht  infolge  seines  großen  Gehaltes  an  den  verschiedensten  Neben- 
rezeptoren schützende  Wirkung  übt. 

Da  nun  nach  den  Untefsuchungen  von  Ehrlich  und  seinen  Schülern 
auch  bei  den  Komplementen  des  lebenden  Organismus,  die  ja  zur  Kom- 
plettierung des  Ambozeptors  unerläßlich  sind,  sich  dominante  und  Neben - 
komplimente  nachweisen  lassen,  so  ergibt  ein  multipartiales  Serum  auch 
eine  bessere  Ausnützung  der  vorhandenen  Komplemente^'. 

Entsprechend  dem  Antrage  der  Fabrik  erfolgt  nun  die  Wertbe- 
luessung  dieses  Serums  in  der  Weise,  daß  der  Wirkungswert  desselben 
gegen  8  verschiedene  Stämme  Schweineseuche  (die  bisher  von  dem 
Pharmazeutischen  Institut  L.  W.  Gans  selbst  geliefert  wurden),  im  Tier- 
versuch geprüft  wird. 

Ich  möchte  bei  dieser  Gelegenheit  betonen,  daß  wir  zu  unterscheiden 
gezwungen  sind  zwischen  „polyvalent''  im  allgemeinen  und  im  rein 
prüfungstechnischen  Sinne.  Prüfungstechnisch  können  wir  unter 
7,polyvalenten"  Seris  nur  solche  Sera  verstehen,  welche  im  Prüfungs- 
versuch gegen  die  verschiedensten  Stämme  zu  schützen  vermögen.  Es 
ist  dabei  in  gewissem  Sinne  gleichgültig,  wie  diese  Sera  gewonnen 
werden.  Für  den  Fall,  daß  jemand  zur  Immunisierung  einen  besonders 
geeigneten  Stamm  wählt,  dessen  Rezeptorenapparat  besonders  günstig 
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gebaut  ist,  kann  er  unter  Umständen  natürlich  auch  mit  einem  solchen 
besonders  geeigneten  Stamm  ein  „polyvalentes^  Serum  erzielen,  iss 
tatsachlich  gegen  verschiedene  Stämme  im  Tierversuch  schützt.  Jeden- 
falls zwingt  uns  die  Angabe,  daß  ein  Serum  auf  „Polyvalenz^  geprüft 
werden  soll,  zu  einem  Prüfungs verfahren,  in  dem  tatsachlich  das  be- 
treffende Serum  gegen  eine  Reihe  verschiedener  Stämme  im  Tiener- 
such  geprüft  wird,  ein  Verfahren,  das  natürlich  den  Prüfungsmodos 
nicht  unwesentlich  kompliziert. 

Die  Anordnung  des  Prüfungsversuches  ist  kurz  folgende: 
Es  werden  zwei  Parallelreihen  zu  je  6  weißen  Mäusen  angesetzt, 
und  zwar  eine  mit  dem  konventionell  als  lOOfach  angenommenen  Stan- 
dardserum und  eine  zweite  mit  dem  zu  prüfenden  Serum,  das  dem 
ersten  mindestens  gleichwertig  sein  muß.  Die  Dosen,  welche  den  ein- 
zelnen Tieren  injiziert  werden,  sind  folgende : 

Standard:  Zu  prüfendes  Seruiq: 

Maus  la  und  Ib  0,005  =  0,5  7,^0  Maus    7a  und    7b 

„      2a     „     2h  0,0075  =  0,75  Vi«  »        ^    »      ^ 

„      3a    „    3b  0,01  =  0,5  V,.  „        9a    „      9b 

„      4a     „    4b  0,015  --=  Oß  V,o  »      10*     ».     10b 

„      5a    „    5b  0,02  =  0,4  '/^  „      Ha    „    IIb 

„      6a    „    6b  0,03  =  0,6  V.t  ».      21*    ..     12b 

Nach  24  Stunden  erhalten  die  Mäuse  die  Infektionsdosis  gleich- 
falls subkutan.  Zur  Herstellung  dieser  Impfdosis  wird  von  jedem  der 
8  Stämme  (24stündige  Bouillonkultur)  eine  Verdünnung  von  1:3«) 
mit  physiologischer  Kochsalzlösung  hergestellt  und  werden  diese  Ver- 
dünnungen dann  gemischt.  Von  dieser  Kulturmischung  erhält  jedes 
Tier  beider  Versuchsreihen  zusammen  mit -zwei  Kontrollen  je  0,3  ccm 
(=  Yj^^)  subkutÄQ  injiziert. 

Die  Beobachtungsdauer  der  Tiere  beträgt  10  Tage.  Die  Kontrollen 
sollen  in  2—3  Tagen  eingehen. 

3.   Das  Schweineseuchenserum  „Suisepsin" 
(provisorisch  staatlich  geprüft  seit  1904). 

Unter  der  Bezeichnung  ^Suisepsin"  bringen  die  Höchster  Farb- 
werke ein  Serum  zur  Bekämpfung  der  Schweineseuche  in  den  Handel. 
das  im  Gegensatz  zu  dem  erstgenannten  polyvalenten  Serum  nach 
OsTERTAG  und  Wassermann  als  ein  monovalentes  nach  seiner  Prüfangs- 
art  zu  bezeichnen  ist.  Bei  seiner  Prüfung  wird  nämlich  die  Infektion 
nur  mit  einem  Stamme  ausgeführt.  Die  Anordnung  des  Prüfungsver- 
suches ist  im  übrigen  die  gleiche,  wie  sie  beim  vorigen  Serum  be- 
schrieben wurde.  Zur  Infektion  wird  Vioo  ccm  einer  virulenten  24stüD- 
digen  Bouillonkultur  verwandt,  eine  Dosis,  welche  die  Kontrollen  in 
spätestens  2—3  Tagen  tötet. 

Beobachtungsdauer  10  Tage. 
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4.  Geflügelcholeraserum  „Galloserin" 
(provisorisch  staatlich  geprüft  seit  1904). 

Zur  Bekämpfung  der  Geflügelcholera  wird  von  den  Höchster  Farb- 
werken ein  Serum  hergestellt,  das  unter  der  Bezeichnung  „Gallo serin'^ 
in  den  Handel  gebracht  wird.  Als  Maßstab  zur  Wertbemessung  dient  ein 
Standardserum  mit  dem  konventionell  angenommenen  Titre  von  100  I.E. 

Die  Prüfung  erfolgt  auch  bei  diesem  Serum  in  der  Weise,  daß  fallende 
Dosen  Serum  weißen  Mäusen  subkutan  injiziert  werden  (0,005  —  0,0075 
—  0,01  —  0,015  —  0,02  —  0,03),  und  daß  24  Stunden  später  die  Tiere  mit 
Vioo  ccm  einer  virulenten  Hühnercholerakultur  intraperitoneal  infiziert 
werden.  Diese  Dosis  genügt,  um  die  Kontrollen  in  24—36  Stunden  zu 
töten. 

Die  Beobachtungsdauer  beträgt  10  Tage. 

5.  Das  Antidysenterieserum 
(provisorisch  staatlich  geprüft  seit  1904). 

Das  Antidysenterieserum  wird  von  dem  Pharmazeutischen  Institut 
L.  W.  Gans  nach  den  Angaben  Shigas  (92, 132)  als  antibakterielles  Serum 
hergestellt.  Da  es  zur  Anwendung  beim  Menschen  bestimmt  ist,  wird 
natürlich  bei  diesem  Serum  völlige  Keimfreiheit  gefordert. 

Die  Wertbemessung  des  Serums  erfolgt  bisher  ^)  an  weißen  Mäusen 
in  der  Weise,  daß  die  Tiere  das  Serum  subkutan  erhalten  und  24  Stunden 
später  mit  virulenten  Ruhrbacillen  intraperitoneal  infiziert  werden.  Als 
Standardserum  dient  vorläufig  ein  karbolisiertes  Serum  mit  dem  Titre 
0,01  (0,01  schützt  gegen  die  folgende  tödliche  Infektion). 

Die  bei  dem  Prüfung^versuch  zur  Anwendung  gelangenden  Serum- 
dosen sind:  0,001  —  0,002  ~  0,005  -  0,01  —  0,02  —  0,05  ccm.  Die 
zur  Prüfung  zu  benutzende  Kultur  muß  so  virulent  sein,  daß  mindestens 
0,2-0,3  ccm  die  Tiere  sicher  in  1—3  Tagen  töten.  Größere  Kultur- 
massen kann  man  nicht  anwenden,  da  ihre  Injektion  scheinbar  stark  toxisch 
wirkt  und  die  Versuchsreihen  stört.  Dieses  Versagen  des  Serums  gegen- 
über hohen  toxisch  wirkenden  Infektionsdosen  dürfte  auf  seiner  geringen 
Wirkung  gegenüber  den  Endotoxinen  beruhen.  Inwieweit  dem  Gans- 
schen  Serum  auch  eine  rein  antitoxische  Wirkung  zukommt  (vergl.  auch 
S.  61  bezüglich  antitoxischer  Wirkung  des  Antidysenterieserums)  läßt 
sich  nach  dem  bisher  üblichen  Prüfungsmodus  nicht  sagen. 

Die  Beobachtungsdauer  beträgt  6  Tage. 

6.  Das  Antistreptokokkenserum 
(provisorisch  staatlich  geprüft  seit  1902). 
Die  Chemische  Fabrik  auf  Aktien   (vorm.  E.  Schering)  in  Berlin 
stellt  unter  Leitung  von  Aronson  (82,  83)  ein  Antistreptokokkenserum 

1)  Wahrscheinlich  dürfte  später  eine  WertbemessuDg  der  antitoxischen 
Wirksamkeit  dieses  Serums  (ähnlich  der  Prüfung  des  Diphtherieserums) 
notwendig  werden. 
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her,  das  der  staatlichen  Prüfung  unterstellt  ist  Als  Maßstab  bei  der  Wert- 
bemessung dieses  Serums  dient  ein  Standardserum  mit  dem  konventioneli 
angenommenen  Titre  von  20  ARONSONschen  I.E.  (Als  Normalsemm 
bezeichnet  Aronson  ein  Serum,  von  dem  0,01  ccm  eine  Maus  gegen 
die  10 — lOOfach  tödliche  Dosis  schützt.    1  ccm  dieses  Serums  =  1  LE.. 

Bezüglich  der  Wertbestimmung  dieses  Serums  ist  folgendes  vor- 
auszuschicken : 

Aronson  benutzt  zur  Herstellung  seiner  Antistreptokokkensera 
zwei  verschiedene  Arten  von  Streptokokken,  einmal  solche  von 
höchster,  durch  Tierpassagen  erzielter  Virulenz,  und  zweitens  solche, 
welche  direkt  vom  Menschen  gezüchtet  sind  und  nicht  tierpathogen  zu 
sein  brauchen.  Infolgedessen  enthält  auch  das  resultierende  Senim 
zwei  verschiedene  Quoten  wirksamer  Substanzen,  die  den  beiden  Arten 
der  angewandten  Streptokokkenstämme  entsprechen.  Von  diesem  läßt 
sich  natürlich  nur  die  erste  (im  Tierversuch  wirksame)  Quote  messen, 
während  die  zweite  bisher  nicht  bei  der  Prüfung  berücksichtigt  werden 
kann  und  ihr  gleichmäßiger  Gehalt  nur  durch  die  von  der  Fabrik  benutzte 
Darstellungsmethode  garantiert  wird.  Die  Wertbemessung  des  Serum? 
geschieht  nach  den  Vorschlägen  von  Aronson  in  folgender  Weise: 

Es  werden  4  Parallelreihen  mit  fallenden  Dosen  Serum  (subkutan 
injiziert)  angesetzt,  Reihe  1  +  3  werden  vorbehandelt  mit  dem  Standard- 
serum, Reihe  2  +  4  mit  dem  zu  prüfenden  Serum.  24  Stunden  später  wird 
in  den  ersten  beiden  Parallelreihen  (1  +  2)  die  Infektion  mit  Vioooooi  i° 
den  beiden  anderen  Reihen  mit  Vio  ooo  ccni  intraperitonel  vorgenommen, 
und  zwar  von  einer  Kultur,  die  noch  in  der  Verdünnung  1 : 1 000000  weiße 
Mäuse  akut  innerhalb  24 — 48  Stunden  tötet.  Die  Ausführung  von  zwei 
Doppelreihen  ist  einmal  nötig,  weil  sich  gezeigt  hat,  daß  die  Wirkung  der 
Streptokokken sera  bei  der  Anwendung  verschieden  starker  Infektionen  oft 
eine  verschiedene  ist,  und  daher  sich  eine  genaue  Wertbemessung  meist 
nur  bei  einer  bestimmten  Infektionsdosis  ausführen  läßt  und  andererseits, 
weil  die  Kulturen  häufig  starke  Virulenzschwankungen  aufweisen. 

Wie  die  mehrfachen,  im  Institut  ausgeführten  Prüfungsversuche 
ergeben  haben,  läßt  sich  nach  der  von  Aronson  ausgearbeiteten  Methode 
in  der  Tat  die  Wertbemessung  eines  Antistreptokokkenserums  mit  ge- 
nügender Genauigkeit  durchführen. 

Die  zur  Anwendung  gelangenden  Serumverdünnungen  ergeben  sich 
aus  dem  folgenden  Protokoll  einer  solchen  Antistreptokokkenseram- 
prüfung: 

5.  IX-  04  Herum  Schering  7 

KontroU-No.  7  Pferd  1  u.  4 

gebl.  21.  VIII.  u.  2a  VIII.  04 
Xienge:  5  Liter 
Angegebener  Titre:   20fach 
geprüft  auf:   '  20fach 

Keinigehalt :  steril 
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Serie  I.     1:100000 


KootroUen  =  {|:  +  |rXjr/. 
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Die  Beobachtungsdauer  beträgt  4  Tage. 


o)  Prüfung  des  Tuberkulins. 

Die  staatliche  Prüfung  des  Tuberkulins  erfolgt  nach  einer  von 
DöNiTz  (85)  ausgearbeiteten  Modifikation  des  KocHschen  (86)  Ver- 
fahrens, unter  Zugrundelegung  des  ersten  staatlich  geprüften  Tuber- 
kulins als  Standardtuberkulin.  Alle  Tuberkuline  müssen  dem  ersteren 
absolut  gleichwertig  sein.  Minderwertige  Präparate  werden  zurückge- 
wiesen, bei  stärker  wirksamen  wird  der  Fabrik  das  Verhältnis  ange- 
geben, damit  dementsprechende  Verdünnungen  vorgenommen  werden 
können.  Im  Interesse  der  Herstellung  möglichst  gleichwertiger  Tuber- 
kuline wurde  früher  nur  ein  Mindestquantum  von  100  1  zur  Prüfung 
zugelassen.  Diese  Serummenge  ist  später  auf  50  1  herabgesetzt,  und 
zwar  dürfen  solche  Fabrikationsstätten,  welche  nicht  50  1  in  einem  halben 
Jahre  absetzen,  bei  der  Einsendung  der  Probe  beantragen,  daß  die  Zu- 
lassung in  zwei  Raten  zu  je  25  1  erfolgen  soll.  Zwischen  der  Zu- 
lassung der  ersten  und  zweiten  Rate  darf  jedoch  höchstens  ein  Zeitraum 
von  IV2  Jahren  liegen. 
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Die  ursprüngliche  KocHsche  Prüfungsmetho  je  bestand  darin,  daß  ac 
tuberkulös  gemachten  Meerschweinchen  geprüft  wurde,  ob  mindestens 
0,5  ccm  des  zu  prüfenden  Präparates  im  stände  waren,  die  Tiere  zu  töten 
Koch  legte  dabei  keinen  besonderen  Wert  darauf,  ob  und  wie  weit  die 
Stärke  der  einzelnen  Präparate  dieses  Maß  überschritt.  Speziell  Veterinär- 
ärztliche  Beobachtungen  ließen  es  nun  aber  erwünscht  erscheinen,  feste 
Normen  für  den  Wirkungswert  des  Tuberkulins  zu  erhalten  und  es 
wurde  daher  das  Institut  (1897)  mit  Versuchen  zur  Ermittelung  eines 
festen,  den  Verhältnissen  angepaßten  Maßstabes  für  die  Wertbestimmong 
des  Tuberkulins  beauftragt. 

Umfangreiche,  von  Dönitz  ausgeführte  Versuche  ergaben  nun  in 
Uebereinstimmung  mit  den  früheren  Erfahrungen  R.  Kochs,  daß  es 
nicht  gelingt,  die  Prüfung  an  kranken  Tieren  durch  die  weniger  um- 
ständliche an  gesunden  zu  ersetzen  0»  daß  es  aber  möglich  ist,  den 
Wirkungswert  des  Tuberkulins  ziemlich  genau  mit  einer  für  die  Praxis 
vollkommen  ausreichenden  Schärfe  zu  bestimmen,  wenn  die  KocHsche 
Prüfungsweise  in  bestimmter  Weise  modifiziert  wurde. 

Die  Schwierigkeiten,  welche  sich  bei  der  Verwendung  tuberkulö> 
gemachter  Meerschweinchen  der  Ausarbeitung  einer  genauen  Wertbe- 
stimmung des  Tuberkulins  entgegenstellten,  waren  folgende:  Zunächst 
zeigte  es  sich,  daß  die  Prüfung  eines  und  desselben  Tuberkulins  in  ver- 
schiedenen Versuchsreihen  ganz  verschiedene  Grenzwerte  ergab.  Während 
z.  B.  in  einer  Serie  schon  0,1  ccm  Tuberkulin  genügte,  um  die  Tiere  inner- 
halb 24  Stunden  zu  töten,  reichten  in  einer  zweiten  Versuchsreihe  bei  einer 
anderen  Tierserie  erst  0,2  oder  gar  0,3  ccm  hierzu  aus.  Es  zeigte  sich 
also,  daß  die  jedesmal  minimal  tödliche  Dosis  ein  sehr  veränderlicher 
Wert  war.  Diese  Schwankungen  rührten ,  wie  leicht  nachzuweisen  war. 
nicht  von  Schwankungen  des  Titres  des  Tuberkulins  selbst  her,  sondern 
waren  abhängig  von  dem  Grade  der  Tuberkulose  der  Versuchstiere. 
Bei  genauer  Verfolgung  der  Tuberkulose  der  geimpften  Tiere  zeigte 
sich  nämlich,  daß  die  Krankheit  in  den  einzelnen  Serien  ganz  erhebliche 
Differenzen  in  ihrem  Verlauf  aufwies,  die  hauptsächlich  von  der  Virulenz 
der  angewandten  Kultur  und  dem  gewählten  Infektionsmodus  abhängig 
waren.  Diese  Störungen,  welche  vollkommen  analog  denen  waren,  die 
durch  die  Virulenzschwankungen  der  Bakterien  bei  der  Wertbemessung 
der  bakteriziden  Sera  bedingt  sind,  ließen  sich  hier  wie  dort  gleichfalls 
mit  Leichtigkeit  durch  Einführung  eines  Standardtuberkulins  von  be- 
kanntem Werte  überwinden.  Durch  den  einfachen  Weg  der  Einführung 
eines  Standards  konnte  man  sich  auch  bei  der  Tuberkulinprüfung  un- 
abhängig machen   von   dem  Grade  der  Tuberkulose  der  Tiere,  indem 


1)  Daß  die  durch  von  Lingelsheim  (87)  inaugurierte  Prüfung  durch 
intracerebrale  Injektion  an  Meerschweinchen  ganz  unsichere  Resultate  er- 
gab, hat  Neifeld  (88)  nachgewiesen  (vergl.  auch  Dönitz,  136). 
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man  nunmehr  den  bei  der  betreffenden  Standardtuberkulinserie  ge- 
fundenen Wert  als  Maßstab  für  die  Giftigkeit  des  zu  prüfenden  Prä- 
parates benutzte. 

Es  stellte  sich  aber  bald  die  Tatsache  heraus,  daß  es  oft  trotzdem 
nicht  gelang,  glatte  Prüfungsreihen  zu  erhalten,  sondern  daß  die  Reihen 
oft  sehr  unregelmäßig  verliefen.    In  einer  und  derselben  Serie  blieben 
z.   B.   oft  Meerschweinchen  mit  hohen  Dosen  Tuberkulin   am   Leben, 
während  solche  mit  wesentlich  geringeren  Dosen  desselben  Tuberkulins 
eingingen.   Dieser  Uebelstand  wurde  allein  bedingt  durch  die  individuellen 
Schwankungen  in  der  Tuberkulose-Empftnglichkeit  der  Tiere.  Er  ließ  sich 
so  gut  wie  ganz  ausschalten,  als  man  gelernt  hatte,  mit  ganz  besonderen 
Vorsichtsmaßregeln  speziell  bei  der  Auswahl  der  Versuchstiere  und  bei 
der  Infektion  vorzugehen.  Es  erwies  sich  dabei  als  durchaus  notwendig, 
nur   solche  Meerschweinchen  zu   den  Prüfungsversuchen  auszuwählen, 
welche  durch  stetige  Gewichtsabnahme  gezeigt  hatten,  daß  sie  über  die 
besonders  ungleichmäßigen  Anfangsstadien  der  Krankheit  hinaus  waren. 
Die  gewünschte  Gleichmäßigkeit  des  nötigen  Tiermaterials  ließ  sich  weiter 
dadurch  erreichen,  daß  man  für  jede  Prüfung  stets  eine  große  Anzahl 
Tiere  infizierte  und  sich  durch  fortlaufende  Wägungen  über  das  Fort- 
schreiten der  Tuberkulose  bei  den  einzelnen  Tieren  orientierte. 

Auf  Grund  der  von  Dönitz  gewonnenen  Erfahrungen  wird  die  amtliche 
Prüfung  des  Tuberkulins  in  folgender  Weise  vorgenommen:  Etwa  50 
Meerschweinchen  von  annähernd  gleichem  Gewicht  (350—400  g)  werden 
mit  0,5  mg  einer  frischen,  in  0,5  ccm  physiologischer  Kochsalzlösung  gleich- 
mäßig aufgeschwemmten  12 — 14-tägigen  Bouillonkultur  subkutan  infiziert. 
Sobald  diese  Tiere  tuberkulös  geworden  sind,  was  man  an  der  fort- 
schreitenden Gewichtsabnahme,  die  in  der  Regel  gegen  Ende  der  dritten 
Woche  einsetzt,  erkennen  kann,  wird  ein  Vorversuch  angestellt  zur 
Prüfung,  ob  die  Meerschweinchen  für  den  eigentlichen  Wertbemessungs- 
versuch reif  sind.  Zu  diesem  Zwecke  injiziert  man  einer  Anzahl  Tieren 
(2—4)  fallende  Dosen  Standard tuberkulin  und  zwar  0,3—0,5.  Diese 
Dosen  müssen  hinreichen  die  Tiere  zu  töten.  Tötet  selbst  0,5  die  Tiere 
nicht,  so  muß  man  noch  einige  Zeit  mit  der  Anstellung  des  Versuchs 
warten.  Im  anderen  Falle  folgt  sogleich  der  Prüfungsversuch.  Bei 
diesem  setzt  man  zwei  Parallelreihen  zu  5—6  Tieren  an.  Die  erste 
Reihe  der  Tiere  erhält  fallende  Dosen  Standardtuberkulin ,  um  die 
minimal  tödliche  Dosis  zu  ermitteln,  die  zweite  Reihe  die  entsprechen- 
den Dosen  des  zu  prüfenden  Präparats,  um  dessen  Wert  zu  ermitteln. 
In  der  Regel  wählen  wir  hierzu  (bei  positivem  Ausfall  der  Vorprobe) 
folgende  Dosen  Tuberkulin:  0,05—0,075—0,1-0,015—0,2—0,3  ccm,  da 
sich  gezeigt  hat^  daß  der  Titre  bei  Verwendung  reifer  Tiere  meist  bei 
0,1  bezw.  0,15  liegt. 

Zur  genaueren  Dosierung   der  Tuberkulinpräparate  benutzen  wir 
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bei  der  Prüfung  eine  zehnfache  Verdünnung  der  Originalpräparate  und 
injizieren  dementsprechend  0,5  ccm  bis  3,0  ccm  subkutan. 

Der  Tod  der  Tiere  muß  innerhalb  der  ersten  24  Stunden  einge- 
treten sein  und  der  Sektionsbefund  bei  den  eingegangenen  Tieren  den 
für  die  Tuberkulinwirkung  charakteristischen  Befund  zeigen. 

Aus  dem  Verlauf  beider  Prüfungsreihen  ergibt  sich  durch  Vergleid 
der  Wert  des  zu  prüfenden  Präparates.  Als  vollwertig  wird  ein  Tuber- 
kulin angesehen,  wenn  in  der  Prüfungsreihe  die  gleichen  Dosen  g^ 
nügten,  um  die  Tiere  zu  toten,  wie  beim  Standardpräparat  Bestehen 
Differenzen,  so  wird,  falls  das  zu  prüfende  Präparat  minderwertig  ist, 
dasselbe  beanstandet,  im  anderen  Falle,  falls  es  kräftiger  wirkend  ist, 
wird  der  Fabrik  mitgeteilt,  wie  stark  das  Tuberkulin  zu  verdünnen  ist, 
damit  seine  Wirkung  dem  des  Standardtuberkulins  entspricht. 

Nach  diesem  Verfahren  ist  es  bei  Beachtung  der  genannten  Vor- 
sichtsmaßregeln und  »Vermeidung  sonstiger  Fehlerquellen  mögUch  ge- 
wesen, durchaus  zufriedenstellende  Resultate  zu  erzielen,  wie  ich  dies 
vor  einiger  Zeit  in  einer  kurzen  Mitteilung  im  Klinischen  Jahrbuch  (89) 
an  der  Hand  unserer  Protokolle  gezeigt  habe. 

Bei  einem  gleichwertigen  Präparat,  wie  es  z.  B.  das  am  11.  April 
1904  geprüfte  Tuberkulin  H  10  war,  ergibt  sich  folgendes  Prüfungs- 
protokoll: 

Tuberkulin  H  10. 

Eiugesandt  am:  

Geprüft  am:        11.  April  1904 
Menge:  50  1. 

Eeimgehalt :        steril. 
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Ich  habe  gerade  dieses  Protokoll  gewählt,  um  an  der  Hand  desselben 
darauf  hinzuweisen,  daß  man  bei  der  Prüfung  des  Tuberkulins  auch  jetzt 
noch  damit  rechnen  muß,  daß  einmal  Tiere  ausfallen,  wie  in  vorliegendem 
Falle  Tier  5  in  der  Standardreihe.  Es  handelt  sich  hier  um  vereinzelte 
resistentere  Tiere,  durch  deren  Ausfall  indes  die  Wertbestimmung  des 
betreflFenden  Präparates  nicht  gestört  wird.  Zum  Vergleiche  zeigt  das 
folgende  Protokoll  eine  Tuberkulinprüfung,  auf  Grund  deren  das  be- 
treflFende  Präparat  als  minderwertig  bezeichnet  werden  mußte: 
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Tuberkulin  „A" 

Eingesandt  am:  

Geprüft  am:        30.  Mai  1903 

Menge:  

Keimgehalt:         
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Tuberkulin  „A" 
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d)  Die  Prfiftmg  des  Taammans. 

Die  Höchster  Farbwerke  bringen  seit  kurzem  einen  von  ihnen  nach 
den  Vorschriften  von  R.  Koch  und  Schütz  (90)  hergestellten  Impf- 
stoff zur  Verhütung  der 
Tuberkulose  der  Rinder  in 
den  Handel,  der  auf  ihren 
Antrag  der  staatlichen  Kon- 
trolle unterstellt  ist. 

Dieser  Impfstoff,  der 
unter  der  Bezeichnung  „T  a  u  - 
r  u  m  a  n"  direkt  an  die  Tier- 
ärzte abgegeben  wird,  be- 
steht aus  einer  Emulsion 
lebender  Tuberkelbacillen 
vom  Typus  human us.  Das 
Tauruman  ist  in  Glasröhr- 
chen zu  10  ccm  physiolo- 
gischer Kochsalzlösung  ab- 
gescbmolzen,  in  welchen  0,02 
—0,04  g  lebender  Tuberkel- 
bacillen enthalten  sind. 

Die  amtliche  Prüfung 
besteht  beim  Tauruman  aus 
einer  fortlaufenden  und  einer 
periodischen    Prüfung.     Die  Fig.  8. 

letztere  ist  eine  alle  3  Monate 

zu  wiederholende  Virulenzprüfung  des  Impfstoffes  an  Meerschweinchen 
und  Kaninchen.  Die  Virulenz  bezw.  Avirulenz  des  Impfstoffes  diesen 
Tierspecies  gegenüber  muß  der  seiner  Zeit  mit  der  Standardemulsion 
im  Institut  ermittelten  entsprechen.  Um  dies  zu  prüfen  erfolgt  die  sub- 
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kutane  Impfung  von  Meerschweinchen  mit  0,001  g  Kultur  (=  05  ccm 
des  Impfstoffes)  und  die  intravenöse  bezw.  subkutane  Infektion  von 
Kaninchen  mit  0,001  bezw.  0,01  g  Kultur  (=  0,5  bezw,  5,0  ccm  des 
Impfstoffes). 

Die  fortlaufende  Prüfung  des  Impfstoffes  erstreckt  sich  auf  alle  m 
den  Handel  gebrachten  ImpfstofFserien. 

Da  der  Impfstoff  möglichst  frisch  zur  Anwendung  gelangen  solLs«) 
können  hier  nur  Prüfungen  vorgenommen  werden,  die  im  Laufe  weniger 
Tage  ausführbar  sind.    Daher  beschränkt  sich  diese  Prüfung  darauf: 

1)  das  Präparat  auf  verunreinigende  Bakterien  zu  untersuchen  (das 
Präparat  soll  solche  nicht  enthalten)  und  . 

2)  die  Mengen  der  in  jeder  Impfdosis  enthaltenen  Bakterienmasse 
zu  kontrollieren.  Das  letztere  geschieht  durch  Bestimmung  des  Sediments 
nach  scharfem  halbstündigen  Zentrifugieren  in  graduierten  Zentrifugier- 
röhrchen  unter  gleichzeitiger  Benutzung  einer  Kontrollemulsion,  von 
welcher  im  Institut  Proben  aufbewahrt  werden. 

Die  von  uns  zu  diesen  Zentrifugierungen  benötigten  RöhrdieD 
stellt  uns  nach  unseren  Angaben  die  Firma  F.  &  M.  Lautenschläger 
her.  Die  einzelnen  Röhrchen  sind  möglichst  präzise  angefertigt  and 
von  uns  vor  dem  Gebrauch  auf  Gleichmäßigkeit  geprüft  (Zentrifugiff- 
probe  mit  Blutkörperaufschwemmung!).  Ihre  Gestalt  und  Anwendungs- 
weise soll  die  Skizze  (auf  S.  79)  erklären. 
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Ueber  das  Zusammenwirken  mehrerer 
Amboceptoren  bei  der  Hämolyse 

und  ihre  Beziehungen  zu  den  Komplementen. 


Von 


H.  Sachs  und  J.  Bauer. 

Mit  1  lithogr.  Tafel. 


IN  och  immer  ist  in  der  Auffassung  der  cytotoxischen  Wirkungen 
des  Blutserums  keine  vollständige  Einigung  erzielt.  Während  wohl 
die  meisten  Autoren  mit  Ehrlich  und  Moroenroth  die  sogenannte 
Amboceptortheorie  acceptiert  haben,  nach  welcher  die  thermostabile 
Serumkomponente  mit  zwei  haptophoren  Gruppen  ausgestattet  ist,  von 
denen  die  eine  mit  der  Zelle,  die  andere  mit  dem  labilen  Bestandteil, 
dem  Komplement,  reagiert,  sucht  Bordet  fortgesetzt  mit  viel  Scharf- 
sinn seine  gegenteilige  Hypothese  zu  verteidigen.  Bekanntlich  besteht 
die  von  Bordet  vertretene  Sensibilisier ungstheorie  darin,  daß  direkte 
Beziehungen  zwischen  Amboceptor  und  Komplement  geleugnet  werden 
und  an  deren  Stelle  die  auf  der  Annahme  molekularer  Adhäsion 
basierende  Vorstellung  tritt,  daß  die  Zelle  durch  den  Amboceptor 
sensibilisiert,  empfindlich  wird  gegenüber  der  Wirkung  des  Komplements. 
Da  aber  die  Blutzellen,  welche  ja  das  gebräuchliche  Testobjekt  für 
Studien  über  den  Mechanismus  der  Amboceptorwirkung  darstellen,  an 
und  für  sich  nachweislich  nicht  mit  dem  Komplement  reagieren,  so 
fehlt  die  Möglichkeit,  der  Sensibilisierungstheorie  eine  experimentelle 
Stütze  zu  geben.  Will  man  sie  verteidigen,  so  kann  dies  nur  auf 
indirektem  Wege  geschehen,  indem  man  nachweist,  daß  Beziehungen 
zwischen  Amboceptor  und  Komplement  nicht  existieren,  und  Bordets 
Beweisführung  hat  sich  daher  stets  nur  auf  Einwände  gegen  solche 
Versuche,  welche  für  die  Amboceptortheorie  sprechen,  erstreckt.  Es 
liegt  nicht  in  unserer  Absicht,  hier  das  gesamte  Tatsachenmaterial  an- 
zuführen, zumal  der  eine  von  uns  erst  kürzlich  über  den  gegenwärtigen 
Stand  der  Frage  an  anderer  Stelle  berichtet  hat^).  Es  genügt,  darauf 
hinzuweisen,  daß  die  Widerlegung  von  Deutungs versuchen,  welche  sinn- 
fällig für  die  direkte  Vereinigung  von  Amboceptor  und  Komplement  zu 

1)  Sachs,  H.,  Die  Hämolysine  und  die  cytotoxischen  Sera.   Lubarsch- 
OsTBBTAGS  Ergebuisse  d.  Path.,  Bd.  11,  1907. 
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sprechen  schienen,  durchaus  nicht  hinreicht,  um  die  Amboceptortheohe 
als  eine  irrige  Konzeption  hinzustellen.  Wenn  daher  Bordet  und 
Gay  ^)  in  einem  letzthin  unternommenen  Versuch  daraus,  daß  sie  die 
Deutung  eines  Phänomens  widerlegt  zu  haben  glauben,  das  allerdiogs 
unter  den  positiven  Beweisen  für  das  Bestehen  direkter  Beziehongen 
zwischen  Amboceptor  und  Komplement  eine  wichtige  Rolle  spielt,  den 
Schluß  ziehen,  daß  die  Amboceptortheorie  als  irrig  aufgegeben  werden 
muß,  so  dürfte  es  schwer  sein,  eine  derartige  Folgerung  als  zwingend 
zu  betrachten.  Denn  selbst  wenn  die  von  Bordet  und  Gay  in  dem 
einen  Falle  entgegengehaltenen  Beweismomente  als  unwiderlegiidi 
acceptiert  werden  müßten,  so  hätten  die  Autoren  doch  nur  erreicht 
daß  man  auf  einen  direkten  Beweis  der  Amboceptortheorie  yerzicbteo 
müßte,  ohne  daß  es  ihnen  gelungen  wäre,  irgend  welche  Tatsachen  an- 
zuführen, die  der  Amboceptortheorie  widersprächen.  Wenn  wir  uns 
daher  in  den  folgenden  Ausführungen  mit  den  von  Bordet  and  Gay 
erhobenen  Befunden  eingehend  beschäftigen,  so  geschieht  dies  nicht  so- 
wohl aus  dem  Grunde,  weil  wir  es  für  nötig  halten,  zu  der  alten 
Streitfrage  „Amboceptor  oder  substance  sensibilisatrice^  ?  noch  einmal 
Stellung  zu  nehmen,  als  vielmehr  deshalb,  weil  die  von  Bordet  und 
Gay  mitgeteilten  Befunde,  wenn  auch  ein  Teil  von  ihnen  nicht  neu  ist 
so  doch  von  großem  Interesse  erscheinen  und  besonders  die  von  ihnen 
gegebene  Deutung  eigenartig  genug  ist,  um  eine  weitere  Analyse  zu 
rechtfertigen. 

I. 
Der  von  Bordet  und  Gay  behandelte  Fall  betriflFt  eine  bereits 
von  Ehrlich  und  Sachs  ^)  beschriebene  Kombination,  nämlich  die 
Hämolyse  von  Meerschweinchenblut  durch  die  vereinte  Wirkung  von 
inaktiviertem  Rinderserum  und  aktivem  Pferdeserum.  Ehrlich 
und  Sachs  hatten  festgestellt,  daß  Meerschweinchenblutkörperchen, 
die  durch  das  Gemisch  von  inaktivem  Rinderserum  und  Pferde- 
serum gelöst  werden,  intakt  bleiben,  wenn  sie  zuerst  mit  inaktivem 
Rinderserum  vorbehandelt  und  nach  Entfernen  des  Rinderseroms  mit 
Pferdeserum  digeriert  werden.  Die  Komponente  des  Rinderserums  war 
also  von  den  Blutzellen  nicht  gebunden  worden,  und  da  anzunehmen 
war,  daß  diese  Komponente  den  Amboceptor  darstellt,  so  folgerten 
Ehrlich  und  Sachs  mit  Recht,  daß  in  diesem  Falle  der  Amboceptor 
von  den  roten  Blutkörperchen  nicht  gebunden  wird  und  erst  nach  der 
Vereinigung  mit  dem   Komplement  mit  der   Zelle  reagiert.    Mit  der 


1)  BoRDBT,  J.  et  Gay,  F.  P.,    Sur  las   relations   des   senaibilisatrices 
avec  Talexine.     Annales  de  Tlnstitut  Pasteur,  T.  20,  1906,  No.  6. 

2)  Ehrlich,  P.  und  Sachs,  H.,   Ueber   den   Mechanismus  der  Ambo- 
ceptoren Wirkung.     Berlin,  kliu.  Wochenschr.,  1902,  No.  21. 
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gleichen  Kombination  hat  später  Klein  ^)  .gearbeitet  und  dabei  die  Be- 
obachtung gemacht,  daß  aktives  Pferdeserum  durch  das  Digerieren  mit 
Meerschweinchenblut    die   komplettierende  Fähigkeit    für    das   System 
^Meerscbweinchenblut — inaktives  Rinderserum ^  verliert.  Da  das  Pferde- 
serum dabei  gleichzeitig  seinen  Agglutiningehalt  eingebüßt  hat,  vertrat 
Klein   die  Auffassung,  daß  das  Komplement  durch  den  Prozeß  der 
Deglutination  zerstört  wird.    Gegen  diese  Deutung  wandte  sich  Brow- 
ning '),  indem  er  zunächst  feststellte,  daß  die  Komplemente  des  Pferde- 
serums unbeeinflußt  bleiben,  wenn  das  Digerieren  mit  Meerschweinchen- 
blut  bei   niedriger  Temperatur  (0^)   geschieht,   obwohl   unter   diesen 
Bedingungen  für  agglutinierende  Wirkung  und  Agglutininbindung  das 
Optimum  gegeben  ist.    Die  Ursache  für  den  Komplementverlust  durch 
Vorbehandeln  des  Pferdeserums  bei   höherer  Temperatur  sieht  Brow- 
ning darin   begründet,  daß  das  Pferdeserum  Amboceptoren  für  Meer- 
schweinchenblnt  enthält,  durch  deren  Vermittelung  die  Komplemente 
bekanntlich  nur  bei  höherer,  nicht  bei  niedriger  Temperatur  gebunden 
werden.    Daß  das  Pferdeserum  Amboceptoren  für  Meerschweinchenblut 
enthält,  haben  bereits  Morgenroth  und  Sachs  ")  durch  den  Nachweis, 
daß  es  im  Verein  mit  aktivem  Meerschweinchenserum   die  Hämolyse 
des  Meerschweinchenbluts  bedingt,  gezeigt.    Dagegen  fanden  sie  das 
Pferdeserum  nur  in  seltenen  Fällen,  und  auch  dann  nur  in  hohen  Dosen 
geeignet,  Meerschweinchenblut  zu  lösen.  Es  fehlt  also  im  Pferdeserum 
meistens    das    für    den    eigenen    auf   Meerschweinchenblut    wirkenden 
Amboceptor  geeignete  „dominante^  Komplement.  Da  nun,  wie  bekannt, 
ein  Amboceptor  nach  seiner  Vereinigung  mit  der  Zelle  ein  aktives  Serum 
seiner    sämtlichen    Komplementfunktionen    berauben    kann    und    nach 
Ehrlich   und   Sachs  ^)   unter   geeigneten   Bedingungen   auch    ^nicht 
dominante^    Komplemente    gebunden    werden    können,    während    das 
.dominante^  Komplement  in  Lösung  bleibt,  so  bot  die  von  Browning 
gegebene  Erklärung  keine   Schwierigkeit.    Browning  vertritt  nämlich 
die  Auffassung,  daß  das  Komplement  des  Pferdeserums,  welches  für 
den  Rinderamboceptor  dominant,  für  den  Pferdeamboceptor  aber  nicht 
dominant  ist,  auch  durch  Vermittelung  des  eigenen  Amboceptors  durch 
das  Meerschweinchenblut  absorbiert  wird.  Der  von  Klein  beschriebene 
Komplementverlust  war  dadurch  auf  Grund  der  Amboceptortheorie  hin- 
reichend erklärt,  und  Browning  konnte  noch  den  weiteren  Nachweis 

1)  Klein,  A.,  lieber  die  Beeinflussung  des  hämolytischen  Komplements 
durch  Agglutination  und  Präzipitation.  Wien.  klin.  Wochenschr.,  1905, 
No.  48. 

2)  Browning,  C.  H.,  Agglutination  und  Komplementschwund.  Wien, 
klin.  Wochenschr.,  1906,  No.  15. 

3)  Morgenröte,  J.  und  Sachs,  H.,  Ueber  die  Komplettierbarkeit  der 
Amboceptoren.     Berlin,  klin.  Wochenschr.,  1902,  No.  27. 

4)  Ehrlich,  P.  und  Sachs,  H.,  Ueber  die  Vielheit  der  Komplemente 
des  Serums.     Berl.  klin.  Wochenschr.,  1902,  No.  14  u.  15, 
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erbringen,  daß  es  gelingt,  anch  bei  anderen  Blutarten,  welche  an  unj 
f&r  sich  das  Pferdeserum  nicht  der  Komplemente  berauben,  dorch  Ein- 
schaltung eines  spezifischen  Amboceptors  die  gleichen  Verhältnisse  zu 
reproduzieren.  Während  nämlich  Rinderblut  keinen  Einfluß  auf  Pferde 
serum  ausübt,  bindet  es  das  für  inaktives  Rinderserum  geeignete  Pferde- 
komplement,  wenn  es  mit  einem  spezifischen,  beim  Kaninchen  gewonnenen 
Amboceptor  vorbehandelt  ist,  ohne  daß  das  derart  präparierte  Rinder- 
blut durch  Pferdeserum  gelöst  wird.    Die  Hämolyse  des  Meerschwein- 
chenblutes  durch  die  kombinierte  Wirkung  von  inaktivem  Rinderseram 
und  aktivem  Pferdeserum  ist  also  nach  Browning  folgendermaßen  auf- 
zufassen :  Der  Rinderamboceptor  hat  eine  höhere  Avidität  zum  Pferde- 
komplement, als  der  .freie  Pferdeamboceptor.     Werden  daher  Rinder- 
serom   und  Pferdeserum   gleichzeitg  gemischt,  so  tritt  Hämoljse  ein. 
Wird  aber  das  Pferdeserum  zuerst  mit  Meerschweinchenblut  digeriert« 
so  vereinigt  sich  der  Pferdeamboceptor  mit  der  Blutzelle  und  darch 
die  nunmehr  erfolgende,  die  komplementophile  Gruppe  betreffende  Avi- 
ditätssteigerung  wird  auch  das  Komplement  an  den  Pferdeamboceptor 
gebunden.     Diese  Bindung  wird   nun   durch   die  sekundäre  Verfesti- 
gung irreversibel  und  kann  auch  durch  den  nachträglich  zugesetzten, 
an   und   für   sich   avideren   Rinderamboceptor    nicht    mehr   gesprenizt 
werden  (cf.  Figuren  1  und  2  der  beigegebenen  Tafel). 

BoRDET  und  Gay,  denen  die  Arbeit  von  BROvnnNG  offenbar  noch 
nicht  bekannt  war,  berichten   nun  über  Versuchsresultate,  von  denen 
ein   großer   Teil   bereits   von   Klein    und    Browning    erhalten   war. 
Wesentlich  neu  aber  ist  folgender  von  Bordet  und  Gay  mitgeteilter 
Versuch :  Amboceptorbeladene  Rinderblutkörperchen  lösen  sich  nicht  in 
Pferdeserum,  wohl   aber  in  einem  Gemisch   von  aktivem  Pferdesernm 
und  inaktivem  Rinderserum.    Hier  kann  —  so  folgern  die  Autoren  mit 
Recht  —  das  Rinderserum  nicht  als  Amboceptor  fungieren,  sondern 
muß  eine  zur  Hämolyse  notwendige  Komponente  darstellen,  die  weder 
mit  dem   Amboceptor,  noch  mit  dem    Komplement  identisch  ist.  In 
analoger  Weise  soll  dann  auch  in  der  Korabination:  Meerschweinchen- 
blut— inaktives  Rinderserum— Pferdeserum  das  Rinderserum  nicht  als 
Amboceptor  wirken,  sondern   als  ein  dritter  Bestandteil  die  Hämolyse 
bedingen.     Bordet  und   Gay  vertreten  also   die  Auffassung,  daß  im 
Pferdeserura  Amboceptor  und  Komplement  enthalten,  aber  nicht  im- 
stande sind,  hämolytisch  zu  wirken,  wenn   nicht  die  dritte  im  Rinder- 
serum   befindliche    Komponente   in    Aktion    tritt.     Dieser   rein  hypo- 
thetische   Bestandteil   des   Rinderserums    wird    von    den   Autoren  als 
„colloide  de  boeuf'  bezeichnet.    Das  Kolloid  hat  nach  Bordet  und  Gay 
folgende  Eigenschaften:   es  ist  thermischen   Einflüssen  (56^)  und  der 
Aufbewahrung  gegenüber  stabil,  wird  von  den  Blutzellen  erst  gebunden, 
wenn  letztere  mit  Amboceptor  und  Komplement  beladen  sind,  und  be- 
wirkt dann   Agglutination   und  Hämolyse.    Bordet  und  Gay  suppo- 
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aieren  also  hier  einen  ganz  neuartigen   Stoff  im  Rinderserum,   der  bei 
ier  Hämolyse  eine  so  ausschlaggebende  Rolle  spielen  soll,  für  dessen 
Wirkung  aber  bisher  jedes  Analogon  fehlt.    Die  Deutung,  welche  die 
Autoren  dem  von  Ehrlich  und  Sachs  beschriebenen  Phänomen  ge- 
geben haben,  ist  allerdings  eine  Hypothese,  die  jeglichen  Beweises  ent- 
behrt. Denn  wenn  auch  die  Rolle  des  Rinderserums  bei  der  Hämolyse 
des    amboceptorbeladenen   Rinderbluts    durch    Pferdeserum    nicht   als 
Amboceptorwirkung  aufgefaßt  werden  kann,  so  berechtigt  doch  nichts 
dazu,   auf  Grund   eines   reinen  Analogieschlusses   auch  im   Falle  der 
Hämolyse  des  Meerschweinchenbluts  durch  inaktives  Rinderserum  und 
Pferdeserum  dem  Rinderserum  den  Amboceptorcharakter  abzusprechen. 
Zum  mindesten  müßte  der  Nachweis  gefordert  werden,  daß  in  der  Tat 
Meerschweinchenblut,   welches  mit  Pferdeserum  digeriert  ist,   also  im 
BoRDET-GATschen  Sinne  Amboceptor  und  Komplement  gebunden  hat, 
nunmehr  bei  Zusatz  von  inaktivem  Rinderserum  der  Hämolyse  anheim- 
fällt. Daß  dies  nicht  der  Fall  ist,  haben  bereits  Klein  und  Browning 
gezeigt,  und  letzterer  hat  für  dieses  Verhalten  eine  mit  der  Amboceptor- 
theorie  im  besten  Einklang  stehende  Erklärung  gegeben.   Auch  Bordet 
und  Gay  ist  dieses  Experimentum  crucis  für  ihre  Theorie  nicht  geglückt. 
Sie   schließen  allerdings  daraus,  daß  Meerschweinchenblutkörperchen, 
die  mit  Pferdeserum  vorbehandelt  sind,   durch   inaktives  Rinderserum 
stark  agglutiniert  werden,  auf  eine  Bindung  des  „Kolloides".    Da  aber 
Hämolyse  und  Agglutination  nicht  als  Folgen  ein  und  derselben  Sub- 
stanz betrachtet  werden  können,  so  ist  der  von  den  Autoren  gezogene 
Schluß  auf  den  hämolytischen  Bestandteil  des  Rinderserums  nicht  be- 
rechtigt   Bordet  und  Gay  suchen  allerdings  das  Mißglücken  des  für 
sie  so  wichtigen  Versuches  dadurch  zu  erklären,  daß  sie  in  dem  Aus- 
bleiben der  Hämolyse  einen  durch  die  starke  Agglutination   bedingten 
antagonistischen  Effekt  erblicken ;  es  lösten  sich  nämlich  in  ihren  Ver- 
suchen die  derart  agglutinierten  Blutkörperchen  auch  dann  nicht,  wenn 
sie  in  einem  frischen  Gemisch  von  inaktivem  Rinderserum  und  Pferde- 
serura  aufgeschwemmt  wurden.    Man  vermißt  aber  einen  Versuch,  der 
die  Frage   mit   Sicherheit   zur  Entscheidung   bringen   müßte.     Wenn 
nämlich  die  mit  Pferdeserum  digerierten  Meerschweinchenblutzellen  die 
hämolytische   Komponente   des    Rinderserums   absorbieren,   so   müßte 
letzteres  die  Fähigkeit,  Meerschweinchen blut  im  Verein  mit  Pferdeserum 
zu  lösen,  verloren  haben.    Allerdings  geben  Bordet  und  Gay  einmal 
an,  daß  inaktives  Rinderserum,  nach  der  Verbehandlung  mit  amboceptor- 
beladenem  Rinderblut,  das  mit  Pferdeserum  digeriert  war,  Meerschwein- 
chenblut im  Verein  mit  Pferdeserum   schwächer  und  langsamer  löst, 
als  natives  Rinderserum.    Hätte  man  schon  in  diesem  Falle  nach  den 
Anschauungen  von  Bordet  und  Gay  eine  vollständige  Erschöpfung  des 
Rinderserums  erwarten  müssen,  so  fehlt  eben  der  schon  erwähnte,  oflFen- 
sichtlich  prinzipiell  wichtige,  Versuch  vollständig. 
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IL 
Wir  suchten  nun  bei  unseren  Untersuchungen  zunächst  diese  Lörke 
auszufüllen.  Als  Blutmenge  diente  1  ccm  5-proz.  Meerschweinchenbhi 
das  natürlich  serumfrei  gewaschen  war.  Das  Rinderserum  war  durch 
Vj-stündiges  Erhitzen  auf  53 — 54^  inaktiviert.  In  allen  Versüchea 
wurde  die  Flüssigkeitsmenge  durch  physiologische  Kochsalzlösung  auf 
gleiches  Volumen  gebracht,  das  mindestens  2,0  ccm,  höchstens  2^  bis 
2,5  ccm  betrug.    Die  Einstellung  des  Pferdeserums  zeigt  Tabelle  1. 

Tabelle  1. 


Mengen  des 
aktiven 

Hämolyse  von  1  ccm  5-proz.  Meer- 
schweinchenblut durch  Fferdeserum 

Pferdesenims 
ccm 

a 

bei  Zusatz  von  0,1  ccm 

inaktivierten  Binderserums 

b 

ohne  weiteren 

Zusatz 

0^ 
0,35 
0,25 
0,15 
0,1 
0,05 
0 

komplett 

fast  komplett 
mäßig 
wenig 
Spürchen 
0 

•  0 

Nun  wurde  je  1  ccm  5-proz.  Meerschweinchenblut  mit  je  0,35  ccm 
Pferdeserura,  der  sicher  aktivierenden  Menge  eine  Stunde  bei  oV 
digeriert.  Sodann  wurde  zentrifugiert.  Eine  Prüfung  der  Abgüsse 
zeigte,  daß  das  wirksame  Prinzip  von  den  Blutkörperchen 
war  (s.  Tabelle  2). 

Tabelle  2. 


Menden  des 

inaktivierten 

Kinder- 

serums 

ccm 


0,25 
0,15 
0,1 
0,05 
0,025 
0 


Hämolyse  von  1  ccm  5-proz.  Meer- 
schweinchenblut durch  inaktiviertes  Kinder- 
serum  +  0,35  ccm  Pferdesemm 


natives  Pferdeserum 


komplett 


Spur 
0 


mit  Meerschweinchenblut 
digeriertes  Pferdeserum 


Spur 
Spürchen 

0 

0 

0 

0 


Die  mit  Pferdeserum  vorbehandelten  Blutsedimente  wurden  nanmehr 
mit  absteigenden  Mengen  inaktiven  Rinderserums  1  Stunde  lang  bei  3/^ 
digeriert.  Dabei  trat  keine  Hämolyse  ein.  Die  Röhrchen  wurden  sodann 
zentrifugiert  und  die  Abgüsse  mit  je  0,35  ccm  Pferdeserum  und  den  Sedi- 
menten von  je  1  ccm  5-proz.  Meerschweinchenblut  digeriert  (Reihe  A;. 

In  einer  Kon  trollreihe  B  wurde  das  Sediment  von  je  1  ccm  ö-pr^^ 
Meerschweinchenblut  mit  0,35  ccm  Pferdeserum  und  den  Abgössen  von 
je  1  ccm    5-proz.   Meerschweinchenblut,    das,   ohne  mit   Pferdeserum  ^^r- 


Das  Zusammenwirken  mehrerer  Amboceptoren  bei  der  Hämolyse.     11 


behandelt  zu  sein,   eine   Stunde   lang  mit   absteigenden  Mengen  inaktiven 
Rinderserums  digeriert  war,  gemischt.     Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  3. 

Tabelle  3. 


Mengen  des 
inaktiven 
Binder- 
serums 


ccm 


0,25 
0,15 
0,1 
0,05 
0,025 
0 


Hämolyse  von  1  ccm  5-proz.  Meer- 

schweinchenblut  durch  0,35  ccm  Pferdeserum 

und  inaktives  Rinderserum 


Rinderserum  mit  Blut  vor- 
behandelt, das  zuvor  mit 
Pferdeserum  digeriert  war 


komplett 

fast  komplett 
mäßig 
Spur 
0 


B 

Rinderserum  mit 

nativem  Blut  vor- 

behandek 


komplett 

I» 
fast  komplett 
mäßig 
Spur 

0 


Die  Tabelle  zeigt  deutlich,  daß  das  Meerschweinchenblut 
auch  dann  nicht  das  wirksame  Prinzip  des  Rinderserums 
absorbiert,  wenn  es  zuvor  mit  Pferdeserum  digeriert 
wurde.  Dieses  Versuchsergebnis,  das  zu  wiederholten  Malen  bestätigt 
wurde,  zeigt  also,  daß  die  Annahme  von  Bordet  und  Gay,  nach 
welcher  das  von  ihnen  als  Träger  der  hämolytischen  Wirkung  suppo- 
nierte  Kolloid  des  Rinderserums  von  den  mit  Pferdeserum  digerierten 
Blutzellen  gebunden  wird,  irrig  ist.  Es  sei  übrigens  bemerkt,  daß  auch 
wir  eine  starke  Agglutination  beobachteten,  als  wir  zu  dem  mit  Pferde- 
serum vorbehandelten  Meerschweinchenblut  Rinderserum  zufügten.  Trotz- 
dem fanden  wir  aber  stets  das  abzeutrifugierte  Rinderserum  in  vollem 
Besitz  seiner  die  Hämolyse  des  Meerschweinchenblutes  durch  Pferde- 
serum vermittelnden  Fähigkeit. 

Damit  soll  natürlich  nicht  bestritten  werden,  daß  die  Angaben  von 
BoRDET  und  Gay,  nach  denen  Meerschweinchenblut  nach  der  succes- 
siven  Vorbehandlung  mit  Pferdeserum  und  inaktivem  Rinderserum  gegen- 
über der  hämolytischen  Kraft  des  wirksamen  Gemisches  resistent  ist, 
zu  Recht  bestehen  können.  Auch  wir  verfügen  über  derartige  Beob- 
achtungen, haben  allerdings  das  Ausbleiben  der  Hämolyse  nur  dann 
wahrgenommen,  wenn  die  Meerschweinchenblutkörperchen  mit  einem 
Ueberschuß  von  Pferdeserum  vorbehandelt  waren.  Dabei  war  es  gleich- 
gültig, ob  die  Vorbehandlung  nur  mit  Pferdeserum  geschah  oder  ob 
dieser  noch  ein  Digerieren  in  inaktivem  Rinderserum  folgte.  Charak- 
teristisch aber  ist,  daß  auch  dann,  wenn  die  Meerschweinchenblut- 
körperchen resistent  geworden  waren,  die  Absorption  der  hämolytischen 
Komponente  des  Rinderserums  ausblieb. 

Für  den  folgenden  Versuch,  welcher  diese  Verhältnisse  illustriert, 
wurden  zunächst  die  minimalen  Mengen  des  aktiven  Pferdeserums  und 
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inaktiven  Rinderserums  ermittelt,  welche  vereint  gerade  noch  komplette 
Hämoljse  bewirkten;  dieselben  betrugen  je  0,25  ccm. 

Es  wurden  zwei  gleiche  Reihen  angesetzt:  je  1  ccm  5-proz.  Meer- 
schweinchenblut und  absteigende  Mengen  aktiven  Pferdeserums.  Nach 
l-stündigem  Verweilen  bei  37  ®  wird  zentrifugiert  und  in  folgender  Weise 
verfahren : 

A.  Die  Sedimente  der  Reihe  A  werden  mit  je  0,25  ccm  aktiven  Pferde- 
serums und  inaktiven  Rinderserums  (mit  Kochsalzlösung  auf  ein  Gesamt- 
volumen von  ca.  2,25  ccm  gebracht)  digeriert. 

B.  Die  Sedimente  von  Reihe  B  werden  nochmals  mit  je  0,25  ccm 
inaktiven  Rinderserums  (und  Kochsalzlösung)  1  Stunde  bei  37®  digerier, 
sodann  wird  abzentrifugiert  und  zu  den  nunmehr  erhaltenen  Sedimenten 
je  0,25  ccm  Pferdeserum  -{-  0,25  ccm  inaktiven  Rinderserums  gefügt 

0.  Die  nach  dem  Zentrifugieren  bei  B  erhaltenen  Abgüsse  werden 
mit  Meerschwein chenblut  und  je  0,25  ccm  Pferdeserum  gemischt  (Gesamt- 
volumen ca.  2,25  ccm). 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  4. 

Tabelle  4. 


Mengen  des  zur  Vor- 
behandlung benutzten 
P  f erd  eseru  ms 

Hämolyse  von  1  ccm  5-proz. 
Meerechweinchenblut 

ccm 

A               Bio 

1,0 
0,5 
0,25 
0,15 
0,1 
0 

Spur 
mäßig 
komplett 
,♦ 

7t 

Spur 

mäßig 

komplett 

»1 

>» 

komplett 

y* 

Die  Tabelle  zeigt,  daß  bei  der  Vorbehandlung  des  Meer- 
schweinchenblutes mitder  zur  kompletten  Hämolyseaus- 
reichenden  Pferdeserummenge  (0,25  ccm)  die  Blutkör- 
perchen nicht  ihre  normale  Empfindlichkeit  verlieren, 
daß  dagegen  ein  Ueberschuß  von  Pferdeserum,  gleich- 
gültig aber,  ob  nachträglich  noch  Rinderserum  eioge- 
wirkt  hat  oder  nicht,  eine  Resistenz  der  Blutzellen  gegen- 
über dem  sonst  hämolytischen  Gemisch  bedingt.  Aus  Ko- 
lumne C  der  Tabelle  ergibt  sich  aber  gleichzeitig,  daß  auch  in  diesem 
Falle  das  Rinderserum  nichts  von  seiner  Fähigkeit,  im 
Verein  mit  Pferdeserum  hämolytisch  zu  wirken,  einge- 
büßt hat.  Ueber  die  Ursache  der  durch  die  Vorbehandlung  mit  Pferde- 
serum allein  oder  mit  Pferdeserum  und  Rinderserum  entstandenen  Resi- 
stenz des  Meerschweinchenblutes  kann  man  nur  Vermutungen  hegen. 
Es  ist  sehr  wohl  möglich,  daß  es  sich  um  eine  antagonistische  Wirkung 
der  Agglutination  gegenüber  der  Hämolyse  handelt,  wie  es  Bürdet 
und  Gay  annehmen.  Man  könnte  vielleicht  auch  daran  denken,  daß 
Pferde-  und  Rinderamboceptor  an  denselben  Receptoren  der  Blutzellen 
angreifen   und  daher  durch  die  Vorbehandlung  mit  einem  Ueberschuß 
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von  Pferdeserum  dem  Rinderamboceptor  der  Zugang  gewehrt  ist.   Wie 
dem  auch  sei,  jedenfalls  ergibt  sich  aus  unseren  Versuchen,  daß  die 
bei    der    Hämolyse   wirksame   Komponente   des   Rinder- 
serums nicht  gebunden  wird,  wenn  die  Meerschweinchen- 
blutkörperchen vorher  mit  aktivem  Pferdeserum   dige- 
riert waren.    Die  Annahme  von  Bordet  und  Gay,  daß  das  Rinder- 
serum die  Hämolyse  durch  ein  „Kolloid"  bewirkt,  das  erst  nach  Ver- 
ankerung von  Amboceptor  und  Komplement  an   die  Meerschweinchen- 
blutzellen  in  Aktion  tritt,  muß   daher  aufgegeben   werden.     Dagegen 
erklärt  sich  die  schon  durch  Klein  beobachtete  Tatsache,  daß  Meer- 
schweinchenblut nach  der  Vorbehandlung  mit  Pferdeserum  nicht  mehr 
durch  Inaktives  Rinderserum  gelöst  wird,  zwanglos  in  dem  von  Brow- 
ning   gedeuteten  Sinne.    Das  Komplement  des  Pferdeserums  ist  eben 
durch  Vermittelung  des  Pferdeamboceptors,  ohne  für  diesen  dominant 
zu  sein,  bereits  an  die  Zelle  gebunden  und  daher  für  den  Rinderambo- 
ceptor nicht  mehr  disponibel.    Die  Figuren  1  und  2  der  beigegebenen 
Tafel   sollen   die  Verhältnisse  veranschaulichen.     Es  sei  übrigens   be- 
merkt,   daß  in   diesem  Falle  die  Hämolyse  weder  durch  einen  Ueber- 
schuß  von  Rinderserum  zu  erzielen  ist,    noch  dann  eintritt,   wenn  die 
Vorbehandlung  des  Meerschweinchenblutes  mit  einer  minimalen,  komplett 
losenden   Dosis   Pferdeserums  erfolgte.     Im    Gegensatz   dazu   ist   die 
Hämolyse  des  vorher  mit  Pferdeserum   digerierten  Blutes  bei  Zusatz 
von  Rinderserum  +  Pferdeserum   nur  dann  gehemmt,   wenn   die  Vor- 
behandlung mit  einer  großen  Pferdeserummenge  geschah.    Daraus  er- 
gibt sich  schon,  daß  die  von  Bordet  und  Gay  auf  eine  einheitliche 
Ursache  bezogenen  Vorgänge   der   Resistenz   gegenüber   Rinderserum 
allein  und  gegenüber  der  kombinierten  Wirkung  von  Rinderserum  und 
Pferdeserum  durchaus  getrennt  betrachtet  werden  müssen.    Im   ersten 
Falle  fehlt  das  Komplement  und  die  Hemmung  ist  daher  eine  absolute, 
im  zweiten  Falle  ist  Komplement  vorhanden  und  das  Ausbleiben   der 
Hämolyse  ist  hier  eine  sekundäre  Folgeerscheinung,  die  von   quanti- 
tativen Bedingungen  beherrscht  wird.    Nach  alledem  scheint  uns 
für  den  von  Ehrlich  und  Sachs  beschriebenen  Fall  der 
Hämolyse    des    Meerschweinchenblutes     durch    inakti- 
viertes   Rinderserum    und    Pferdeserum    nicht    die    ge- 
ringste Veranlassung  vorzuliegen,  die  von  diesen  Autoren 
gegebene    Deutung,    der    zufolge    der    Amboceptor    im 
Rinderserum    enthalten    ist,    aufzugeben.      Für    die    An- 
nahme einer  dritten,  an  der  Hämolyse  beteiligten  Kom- 
ponente fehlt  für  diese  Kombination  die  Notwendigkeit. 
Trotzdem  suchten  wir  noch  andere  Belege  dafür  zu  erbringen,  daß 
die  beiden  Komponenten  des  Pferdeserums  und  inaktiven  Rinderserums 
in  direkten  Beziehungen  zu  einander  stehen,  resp.  daß  der  im  Pferde- 
seram  enthaltene  Amboceptor  an  der  Hämolyse  nicht  beteiligt  ist.   Dies 
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ist  uns  auch  in  mehrfacher  Hinsicht  gelungen.  Wenn  sich  Rindenunbo- 
ceptor  und  Pferdekomplement  erst  zum  wirksamen  Hämolysin  Ter- 
einigen  müssen,  bevor  sie  zu  den  Zellreceptoren  in  Beziehung  treten, 
so  war  anzunehmen,  daß  die  Hämolyse  rascher  erfolgt,  wenn  Pferde- 
serum und  Rinderserum  vor  dem  Blutzusatz  eine  Zeitlang  digeriert 
waren,  als  wenn  alle  drei  Komponenten  auf  einmal  gemischt  werden. 
Wir  verfuhren  daher  in  folgender  Weise : 

Es  wurden  zwei  Reihen  angesetzt: 

B  e  i  h  e  A.  Absteigende  Mengen  Pferdeserums  (Gesamtvolumen  0,75  ocm 
wurden  1  Stunde  bei  37  ^  gehalten,  sodann  erfolgte  Zusatz  von  je  1  ccm 
5-proz.  Meerschweinchenblut  -(-  0,5  ccm  inaktives  Rinderserum. 

Reihe  B.  Absteigende  Mengen  Pferdeserums  wurden  mit  je  0,5  ccm 
inaktiven  Rinderserums  1  Stunde  bei  37  ^  digeriert,  darauf  Zusatz  von  je 

1  ccm  5-proz.  Meerschwein chenblut. 

Die  eingetretene  Hämolyse   wurde  nach  5,  15,  30  Minuten  und  nach 

2  Stunden  notiert     Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  5. 

Tabelle  5. 


Mengen 

Eingetretene  Hämolyse 

dee 
Pferdeserums 

Reihe  A 

Reihe  B 

ccm 

5  Min.  15Min.  30Min.j    2  Std. 

5  Min.[    15  Min.    |     30  Min.      2  Std. 

0,75 

0 

0 

stark 

komplett  :  Btark 

komplett 

komplett      komplett 

0,5 

0 

0 

mäßig 

i> 

M 

fast  kompl. 

t* 

1» 

0,35 

0 

0 

wenig 

stark 

0 

mäßie 

fast  kompl. 

»» 

0,25 

0 

0 

0 

wenig             0 

stark 

stuk 

0,15 

0 

0 

0 

Spur         1     0 

0 

weni^ 

wenig 

0,1 

0 

0 

0 

öpürchen  i     0 

0 

Spur 

0,05 

0 

0 

0 

0             0 

0 

0 

SpärdieD 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Aus  der  Tabelle  geht  hervor,  daß  die  Hämolyse  in  der  Tat 
erheblich  rascher  in  Erscheinung  tritt,  wenn  Pferde- 
serum und  inaktives  Rinderserum  zunächst  eine  Zeit- 
lang zusammen  gewesen  waren.  Die  Reaktion  zwischen  Rinder- 
amboceptor  und  Pferdekomplement  ist  dann  eben  bereits  erfolgt,  und 
dadurch  ist  die  Inkubationszeit,  welche  der  Hämolyse  vorangeht,  eine 
geringere  geworden.  Uebrigens  kann,  wie  die  Tabelle  zeigt,  auch  der 
hämolytische  Endeffekt  ein  etwas  größerer  sein,  wenn  Amboceptor  mit 
Komplement  vereint  digeriert  worden  sind.  Offenbar  ist  dieser  Um- 
stand darauf  zurückzuführen,  daß  das  Pferdekomplement  durch  den 
1-stündigen  Aufenthalt  bei  37®  bereits  eine  geringe  Abschwächung  er- 
fährt, während  die  aus  Rinderamboceptor  und  Pferdekomplement  resul- 
tierende Verbindung  resistenter  ist.  Es  braucht  nicht  besonders  er- 
wähnt zu  werden,  daß  diese  Befunde  mit  der  Kolloidtheorie  unver- 
einbar sind. 

Man  könnte  nun  die  Beteiligung  des  Rinderserums  als  Amboceptor 
direkt  erweisen,  wenn  es  gelänge,  die  Amboceptoren  des  Pferdeserums 
zu  entfernen.    Bekanntlich  besitzt  die  Immunitätsforschung  eine  durch 
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Ehrlich  und  Morqenroth  ^)  aufgefundene  Methode,  um  Amboceptor 
und  Komplement  eines  aktiven  Serums  zu  trennen.  Digeriert  man  nämlich 
rote  Blutkörperchen  bei  0^  mit  aktivem  Serum,  so  werden  nur  die  Ambo- 
ceptoren gebunden,  die  Komplemente  bleiben  in  der  Zwischenflüssigkeit 
erhalten.  Bei  den  normalen  Hämolysinen  ist  allerdings  eine  Schwierig- 
keit darin  gelegen,  daß  auch  die  Bindung  des  Amboceptors  bei  0^  i» 
den  meisten  Fällen  nicht  vollständig,  sondern  nur  partiell  erfolgt.  Auch 
die  Amboceptoren  des  Pferdeserums  werden,  wie  sich  bereits  aus  der 
Arbeit  von  Browning  ergibt,  nur  zu  einem  gewissen,  wenn  auch  nicht 
unerheblichen,  Teile  bei  0*^  von  den  Meerschwein chenblutzellen  ge- 
bunden. Charakteristisch  aber  ist,  daß  das  Pferdeserum  nach  der  Vor- 
behandlung mit  Meerschweinchenblut  bei  0^  seine  Fähigkeit  im  Verein 
mit  inaktivem  Rinderserum  hämolytisch  zu  wirken,  in  vollem  oder  fast 
ungeschwächtem  Maße  bewahrt  Nach  der  von  Bordet  und  Gay  ver- 
tretenen Anschauung  müßte  man  erwarten,  daß  dies,  wenn  überhaupt 
eine  irgendwie  wesentliche  Amboceptormenge  gebunden  worden  ist, 
nicht  der  Fall  ist.  Denn  diese  Autoren  glauben  ja,  daß  das  Pferde- 
serum als  Amboceptor  an  der  Hämolyse  beteiligt  ist,  und  es  müßte 
sich  danach  eine  Verarmung  des  Pferdeserums  an  Amboceptor  in  einer 
Reduktion  der  hämolytischen  Kraft  dokumentieren.  Man  könnte  nun 
allerdings  einwenden,  daß  der  Amboceptor  im  Pferdeserum  im  üeber- 
schuß  vorhanden  und  es  daher  irrelevant  ist,  ob  ein  Teil  fehlt  oder 
nicht.  Dieser  Einwand  kann  aber  auf  seine  Beweiskraft  experimentell 
geprüft  werden.  Wenn  das  bei  0^  mit  Meerschweinchenblut  digerierte 
Pferdeserum  noch  genügend  Amboceptor  enthält,  um  im  Sinne  von 
BoRDET  und  Gay,  mit  inaktivem  Rinderserum  vereint,  die  volle  hämo- 
lytische Wirksamkeit  zu  entfalten,  so  müßte  es  bei  einer  nachfolgenden 
Behandlung  mit  Meerschweinchenblut  bei  37®  seine  die  Hämolyse  ver- 
mittelnde Fähigkeit  in  demselben  oder  sogar  in  höherem  Grade  ein- 
büßen, als  natives  Pferdeserum.  Das  Experiment  zeigt,  daß  das  Gegen- 
teil de]>  Fall  ist.  Die  einschlägigen  Verhältnisse  ergeben  sich  zwar 
bereits  aus  der  Tabelle  2  der  BROWNiNOschen  Arbeit,  wir  lassen  aber 
doch  noch  einen  analogen  Versuch  folgen. 

Es  werden  drei  Reihen  angesetzt,  welche  je  1  ccm  B-proz.  Meer- 
schweinchenblut und  absteigende  Mengen  Pferdeserums,  das  mit  der 
gleichen  Menge  physiologischer  Kochsalzlösung  verdünnt  war,  enthalten. 
Das  Gesamtvolumen  beträgt  überall  2  ccm. 

Die  Eöhrchen  der  Eeihe  A  bleiben  1^,  Stunden  bei  37®  stehen, 
sodann  wird  zentrifugiert.  Die  erhaltenen  Abgüsse  werden  mit  den 
Sedimenten  von  je  1  ccm  5-proz.  Meerschweinchenblut  -f-  0,3  ccm  in- 
aktiven Binderserums  digeriert. 

Reihe  B.  Nach  2-stündigem  Verweilen  bei  0^  wird  zentrifugiert. 
Die  Abgüsse  werden  wie  bei  A  behandelt. 

1)  Ehrlich,  P.  und  Morobnkoth,  J.,  Zur  Theorie  der  Lysinwirkung. 
Berliner  klin.  Wochenschr.,  1899. 
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Reihe  C.  Nach  2-8tündigem  Aufenthalt  bei  0^  wird  zentnfbgien. 
Die  Abgüsse  werden  mit  den  Sedimenten  von  je  1  ccm  5-pro&  Meer- 
schweinchenblut 2  Stunden  bei  37  ^  digeriert.  Die  nunmehr  durch  Zentn- 
fugieren  erhaltenen  Abgüsse  werden  mit  den  Sedimenten  von  je  1  ccn 
5-proz.  Meerschweinchenblut  -{-  ^ß  c<^°^   inaktiven  Rinderserums  digerier. 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  6. 

Tabelle  6. 


Mengen  des  halb- 

verdünnten 

Pferdeserums 

Hämolyse  von  1  ccm  5-proz.  Meerschweinchenblat  durch 
Oß  ccm  inaktiven  Rinderserums  und  PfcaxieBenmi 

nativ 

vorbehandelt  mit  Meerschweiochenblnt 

ccm 

A 

bei  37« 

B 

bei  0» 

C 

bd  0"  +  37* 

0,5 
0,25 
0,15 
0,1 
0,05 
0,025 
0 

komplett 

» 

Stark 
mäßig 

fast  komplett 

sUrk 

mäßig 

Spur 

Spürcheo 

0 

0 

komplett 

11 

»t 
stark 
mäßig 
wenig 
0 

komplett 

faat'komplett 
mäßig 
wenig 
Bpur 
0 

Das  beiO^  vorbehandelte  Pferdeserum  hat  alsodurch 
Dachfolgendes  Digerieren  bei  37®  nur  wenig  von  seiner 
die  Hämo lyse  vermittelnden  Fähigkeit  eingebüßt,  jeden- 
falls ist  die  Abnahme  erheblich  geringer,  als  bei  direkter 
Vorbehandlung  des  nativen  Serum  bei  37^  Dies  ist  um  so 
charakteristischer,  als  man  in  vorstehender  Tabelle  schon  nach  dem 
Digerieren  bei  0^  eine  geringfügige  Abnahme  der  hämolytischen  Kraft 
beobachten  kann,  die  wohl  auf  ein  nicht  ganz  vollständiges  Gewinnen 
der  Abgüsse  zu  beziehen  ist.  Das  Resultat  steht  durchaus  im  Wider- 
spruch zu  der  Kolloidtheorie.  Denn  wenn  das  Pferdeserum  zugleich 
als  Amboceptor  und  Komplement  wirkt,  das  Rinderserum  aber  nur  im 
BoRDET-GAYschen  Sinne  als  „Kolloid"  an  der  Hämolyse  beteiligt  ist, 
so  müßte  die  successive  Vorbehandlung  bei  0®  und  37®  eine  •  größere 
Verarmung  an  wirksamem  Prinzip  herbeiführen,  als  das  alleinige 
Digerieren  bei  37°.  Das  gegensätzliche  Versuchsergebnis  steht  hin- 
gegen mit  der  von  Ehrlich  und  Sachs  vertretenen  Auffassung  iß 
bestem  Einklang  und  war  auf  Grund  derselben  sogar  vorauszusehen. 
Das  Pferdeserum  liefert  eben  nur  das  Komplement.  Durch  die  Vor- 
behandlung bei  0°  wird  ein  Teil  der  Amboceptoren  entfernt,  so  daii 
das  nunmehr  erhaltene  Serum  komplementreich,  aber  amboceptorarm  ist. 
Wenn  man  nun  dieses  Serum  noch  einmal  bei  37  ^  mit  Meerschweinchenblüt 
digeriert,  so  wird  durch  den  noch  vorhandenen  Amboceptorgehall  eiß^ 
geringe  Komplementmenge  entfernt.  Der  Komplementverlust  muß  ^kei 
unbedingt  hinter  demjenigen  zurückbleiben,  der  zu  beobachten  i^t. 
wenn  das  noch  amboceptorreiche  native  Serum  mit  Meerschweinchen- 
blüt digeriert  wird.    Die  experimentelle  Analyse  zeigt  somit,  daß  di^ 
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von  Bord  ET  und  Gay  gegebene  Deutung- mit  den  Tatsachen 
nicht  in  Einklang  gebracht  werden  kann,  und  sie  be- 
stätigt aufs  neue,  daß  im  vorliegenden  Fall  das  Rinder- 
serum als  Amboceptor  mit  dem  Pferdeserum  als  Kom- 
plement zusammenwirkt. 

IIL 
Unsere  weiteren  Bestrebungen  mußten  naturgemäß  auf  den  von 
BoRDET  und  Gay  mitgeteilten  Versuch  gerichtet  sein,  der  in  ihrer 
Arbeit  ein   so   wichtiges  Beweisglied  bildet.    Es  handelt  sich  um  den 
eigenartigen  Befund,  daß  Rinderblut,  mit  spezifischem  Amboceptor  be- 
laden, sich  in  Pferdeserum   nicht  löst,  dagegen  in  einem  Gemisch  von 
aktivem   Pferdeserum   und  inaktivem   Rinderserum  der  Hämolyse  an- 
heimfallt.   In  der  Tat  besteht  eine  gewisse  formale  Analogie  zu  der 
Hämolyse  des  Meerschweinchenbluts  durch  das  gleiche  Gemisch,   und 
da  bei   der  Hämolyse  des  amboceptorbeladenen  Rinderbluts  unmöglich 
das  Rinderserum  als  Amboceptor  beteiligt  sein  kann,  glaubten  Bordet 
und  Gay  schließen  zu  müssen,  daß  auch  bei  der  Hämolyse  des  Meer- 
schweinchenbluts das  Rinderserum  nicht  als  Amboceptor  wirkt.    Daß 
dieser  Analogieschluß  nicht  zutreffend  ist,  haben   die  vorangehenden 
Ausführungen  gezeigt.    Es  schien  uns  indessen  von  großem  Interesse 
zu  sein,  in  den  eigenartigen  Wirkungsmechanismus  bei  der  Kombination 
mit  Rinderblut  etwas  tiefer  einzudringen.  Stellt  doch  die  von  Bordet 
und  Gay  gegebene  Deutung,  nach  welcher  das  Rinderserum  als  „Kolloid'' 
die  bereits  mit  Amboceptor  und  Komplement  präparierten  Blutzellen 
erst  löst,  eine  Annahme  dar,  die  eigens  für  den  vorliegenden  Fall  kon- 
struiert ist  und  eine  ganz  neue  Art  der  Serumhämolyse  bedeutet.  Daher 
glaubten  wir,  doch  versuchen  zu  müssen,  die  beobachteten  Erscheinungen 
einer  Erklärung  auf  Grund  der  bisher  bekannten  Vorgänge  zugänglich 
zu  machen. 

Wir  benutzten  zu  unseren  Versuchen  ein  vom  Kaninchen  durch 
Vorbehandlung  mit  Rinderblut  gewonnenes,  inaktiviertes  Immunserum, 
das  1  ccm  5-proz.  Rinderblut  bei  Zusatz  von  0,1  ccm  Meerschweinchen - 
sernm  als  Komplement  in  der  Menge  von  0,0005  ccm  gerade  noch 
komplett  löste.  Um  die  Hämolyse  des  Rinderbluts  durch  das  Gemisch 
^Pferdeserum— inaktives  Rinderserum"  zu  bewirken,  war  eine  Ambocep- 
tormenge  von  0,05  ccm  erforderlich.  Wenn  daher  in  folgendem  kurz  von 
präpariertem  Rinderblut  gesprochen  wird,  so  ist  zu  verstehen,  daß 
1  ccm  5-proz.  Rinderblut  mit  0,05  ccm  Amboceptor  vorbehandelt  wurde. 
Geringere  Amboceptormengen  reichten  nicht  mehr  zur  vollständigen 
Hämolyse  aus,  größere  waren  zu  vermeiden,  weil  dann  Pferdeserum 
an  und  für  sich  bereits  in  kleinen  Mengen  Hämolyse  bewirkte,  üeber- 
haupt  müssen  wir  nach  unseren  Erfahrungen  berichten,  daß  Pferde- 
serum auch  das  in  der  beschriebenen  Weise  präparierte  Rinderblut  in 

Ehr  lieh,  Arbelton  HI.  2 
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zahlreichen  Fällen  bei  Verwendung  größerer  Mengen  in  mehr  oder 
weniger  hohem  Grade  bereits  an  und  für  sich  löst,  und  es  ist  oft  un- 
möglich, eine  Pferdeserumdosis  zu  bestimmen,  die  an  und  fOr  sich  un- 
wirksam ist,  im  Verein  mit  inaktivem  Rinderserum  aber  kompleue 
Hämolyse  bedingt.  Darin  ist  bereits  ein  Unterschied  gegenüber  der 
Hämolyse  des  Meerschweinchenbluts  gegeben,  da  im  letzteren  Falle  das 
Pferdeserum  sich  stets  unwirksam  oder  doch  nur  sehr  geringgradig 
hämolytisch  erwies.  Wir  haben  aber  noch  weitere  markante  Differenzen 
aufgefunden,  die  von  vornherein  gegen  die  Identifizierung  des  Wir- 
kungsmechanismus in  den  beiden  von  Bordbt  und  Gat  analogisierteo 
Fällen  sprechen.  Zunächst  zeigte  es  sich  nämlich,  daß  ein  Ueberscha£ 
von  Rinderserum  die  Hämolyse  des  präparierten  Rinderbluts  durch 
Pferdeserum  und  Rinderserum  hemmt,  während  bei  der  Hämolyse  des 
Meerschweinchenbluts  der  Grad  der  Hämolyse  von  der  Rindersenun- 
menge  unabhängig  ist.  Es  sei  gestattet,  einen  solchen  Versuch  anzu- 
fahren. 

Es  wurden  2  Reihen  angesetzt: 

Reihe  A:  1  com  präpariertes  6-proz.  Rinderblut  -f-  absteigende 
Mengen  inaktiven  Rinderserums  -^  0,15  com  Pferdeserum  (minimale  Menge . 

R  e  i  h  e  B :  1  ecm  5-proz.  Meerschweinchenblut  4-  absteigende  Mengen 
inaktiven  Rinderserums  4~  ^»^^  ^em  Pferdeserum  (minimale  Menge). 

Die  eingetretene  Hämolyse  zeigt  Tabelle  7. 

Tabelle  7. 


Mengen  des  inaktiven 
Kinderserams 

Reihe  A 

BeiheB 

ccm 

1,0 

wenig 

komplett 

0^ 

mafiig 

n 

0AJ5 

faftt  komplett 

i> 

0,1 

komplett 

_  w 

0,05 

mäßig 

mäßig 

0,025 

wenig 

wenig 

0,01 

Spur 

Spur 

0 

0 

0 

Da  sich  also  das  Rinderserum  in  den  beiden  Fällen 
so  verschiedenartig  verhält,  kann  seine  Wirkung  auch 
nicht  auf  ein  und  dieselbe  Ursache  bezogen  werden.  Nach 
der  Anschauung  von  Bordet  und  Gat  ist  aber  das  Rinderserum  in 
beiden  Fällen  weder  als  Amboceptor,  noch  als  Komplement  beteiligt 
wirkt  vielmehr  als  Kolloid  in  dem  erörterten  Sinne.  Während  daher 
das  differente  Verhalten  auf  Grund  dieser  Annahme  nicht  zu  verstehen 
ist,  erklärt  es  sich  ohne  weiteres  von  unserem  Standpunkte  aus,  indem 
eben  bei  der  Hämolyse  des  Meerschweinchenbluts  das  Rinderserum  den 
Amboceptor  darstellt,  bei  der  Hämolyse  des  präparierten  Rinderbluts 
aber  in  anderer  Weise  wirken  muß. 
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Ein  weiterer  Unterschied  zwischen  den  beiden  Phänomenen  besteht 
in  folgendem.  Wenn  man  präpariertes  Rinderblut  mit  Pferdeserum 
und  inaktivem  Rinderserum  successive  digeriert,  so  bleibt  ebenso,  wie 
bei  analoger  Vorbehandlung  des  Meerschweinchenbluts,  die  Hämolyse 
aus.  Während  aber  Meerschweinchenblut,  wenn  eine  große  Pferde- 
serummenge  eingewirkt  hat,  auch  gegenüber  der  kombinierten  Wirkung 
von  Pferdeserum  und  inaktivem  Rinderserum  sich  resistent  erweist,  ist 
dies  beim  präparierten  Rinderblut  nicht  der  Fall.  Bevor  wir  die  ein- 
schlägigen Verhältnisse  näher  schildern,  seien  zuvor  einige  allgemeine 
Angaben  über  das  Verhalten  der  Komponenten  bei  der  Hämolyse  des 
präparierten  Rinderbluts  mitgeteilt.  Was  zunächst  das  inaktive  Rinder- 
serum anlangt,  so  läßt  es  sich  weder  durch  Schweineserum  noch  durch 
Kaninchenserum  ersetzen.  Auch  inaktives  Hammelserum  ^)  erwies  sich 
ungeeignet,  dagegen  wirkte  inaktives  Ziegenserum  im  Verein  mit 
Pferdeserum  in  analoger,  wenn  auch  schwächerer  Weise,  wie  Rinder- 
serum'). Auch  das  Verhalten  der  im  Pferdeserum  vorhandenen  Kom- 
ponente gegenüber  thermischen  Einflüssen  wurde  geprüft,  und  es  zeigte 
sich,  daß  das  Rinderserum  nach  Vs'^tündigem  Erhitzen  bei  55  ^  wirksam 
ist,  dagegen  durch  Vs'^^^^diS^s  Erhitzen  bei  65^  die  Fähigkeit,  im 
Verein  mit  Pferdeserum  präpariertes  Rinderblut  zu  lösen,  verliert.  Was 
nnn  die  Beziehungen  der  einzelnen  Komponenten  zu  den  präparierten 
Blutzellen  anlangt,  so  wird  das  aktive  Pferdeserum  durch  Vorbehandeln 
mit  präpariertem  Blut  seiner  wirksamen  Komponente  beraubt,  und 
zwar  verliert  es  sowohl  in  Bestätigung  der  Angaben  Bordets  und 
GiTs  die  Fähigkeit,  präpariertes  Rinderblut,  als  auch,  wie  schon 
Browhing  gezeigt  hat,  diejenige,  Meerschweinchenblut  im  Verein  mit 
inaktivem  Rinderserum  zu  lösen.  Diese  Uebereinstimmung  ist  zu  er- 
warten, da  ja  das  Pferdeserum  bei  beiden  Kombinationen  als  Komplement 
wirkt  und  beiderseits  ein  geeigneter  Amboceptor  vorhanden  ist,  um  die 
Absorption  des  Komplements  zu  vermitteln,  ohne  daß  dabei  Hämolyse 
eintritt  In  beiden  Kombinationen  besteht  aber  auch  insofern  Kon- 
gruenz, als  auch  das  präparierte  Rinderblut  nach  der  Vorbehandlung 
mit  Pferdeserum  trotz  erfolgter  Bindung  des  Pferdekomplements  nicht 
bei  Zusatz  von  inaktivem  Rinderserum  gelöst  wird.  Dagegen  löst  sich 
derart  vorbehandeltes  Blut  in  einem  Gemisch  von  Pferdeserum  und 
inaktivem  Rinderserum,  das  aus  minimalen  Mengen  der  beiden  Kompo- 
nenten besteht,  ohne  weiteres.  Wir  lassen  einen  entsprechenden  Ver- 
such folgen. 


1)  Aktives  Hammelsernm  löst  an  und  für  sich  in  geringem  Orade 
präpariertes  Rinderblut,  wird  aber  durch  Zusatz  von  Pferdeserum  ver- 
stärkt 

2)  Es  sei  übrigens  bemerkt,  daß  ancb  bei  der  Hämolyse  des  Meer- 
schweinchen blnts  das  Rindersemm  durch  Ziegenserum  ersetzt  werden 
kann.    Der  Wirkungsmechanismus  ist  in  beiden  Fällen  derselbe. 

2* 
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Es  werden  zwei  gleiche  Versachsreihen  angestellt  Jede  Reihe  ec:- 
hält  je  1  ccm  5-proz.  präpariertes  Rinderblat  and  absteigende  Mecpri 
aktiven  Pferdeserams  (Gesamtvolumen  2  ccm).  Nach  2-stündigem  Venreilen 
bei  37®  wird  abzentrifugiert.  Die  zwei  ersten,  die  größten  Pferdesemn- 
mengen  enthaltenden  Blutproben  erwiesen  sich  sparweise  gelöst. 

A.  Die  Abgüsse  werden  mit  den  Sedimenten  von  je  1  ccm  o-proi 
präparierten  Kinderblut  -j^  0,1  ccm  inaktiven  Rinderserums  (minimale,  zu* 
kompletten  Hämolyse  erforderliche  Dosis)  digeriert 

B.  Die  Sedimente  werden  in  Kochsalzlösung  mit  einem  Zusatz  vq: 
0,1  ccm  inaktiven  Kinderserums  aufgeschwemmt. 

C.  Die  Sedimente  werden  in  Kochsalzlösung  mit  einem  Zusatz  ron 
0,1  ccm  inaktiven  Rinderserums  -\-  0,35  ccm   Pferdeserum   aufgenomneo. 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  8. 

Tabelle  S. 


Mengen  des 
Pferdeserums 

Eingetretene  Hämolyse  von  1  ccm  5-proz. 
präparierten  Rinderblat   +  0,1  ccm  in- 
aktiven Rinderserums  +  Pfcrdeserum 

ccm 

Kontrolle 

A 

B 

c 

1,0 
0,5 
0,35 
0,25 
0,15 
0,1 
0 

komplett 

» 

stark 
mäßig 
Spur 
0 

wenig 

Spur 

Spürchen 

0 

0 

0 

0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

komplett 

« 

» 
if 

n 

Die  Tabelle  zeigt  in  Kolumne  B  das  gleiche  Ver- 
halten, wie  bei  dem  entsprechenden  Vorgehen  mit  Meer- 
schweinchenblut Obwohl  das  Pferdeserum  gebnndea 
ist,  die  Blutkörperchen  also  Amboceptor  und  Komple- 
ment verankert  haben,  bleibt  die  Hämolyse  bei  Zasatz 
von  inaktivem  Rinderserum  aus.  Auch  hier  kann  also 
das  wesentliche  Argument,  welches  die  BoRDET-GAYSche 
Kolloidtheorie  zu  stützen  geeignet  wäre,  nicht  erbraclii 
werden.  Daß  in  diesem  Fall  von  einer  Resistenz  der 
vorbehandelten  Blutzellen  nicht  gesprochen  werden 
kann,  zeigt  deutlich  Kolumne  C  der  Tabelle,  aus  der 
hervorgeht,  daß  die  Blutzellen  in  einem  geeigneten  Ge- 
misch  sich  vollständig  auflösen. 

BoRDET  und  Gay  geben  allerdings  auch  in  diesem  Falle  an,  daS 
präparierte  und  mit  Pferdeserum  vorbehandelte  Rinderblutkörperchen 
das  wirksame  Prinzip  des  inaktiven  Pferdeserums  absorbieren.  Siebe- 
schreiben aber  als  Folgeerscheinung  nur  eine  starke  Agglutination,  ohne 
die  Frage,  ob  dabei  Hämolyse,  die  man  doch  nach  ihrer  Theorie  erwarten 
muß,  eintritt  oder  nicht,  zu  berühren.  Andererseits  wird  von  den 
Autoren  mitgeteilt,  daß  Rinderserum  durch  die  Einwirkung  auf  Rinder- 
blut,  das  präpariert  und  mit  Pferdekomplement  beladen  ist,  die  F'M' 
keit  verliert,  präpariertes  Rinderblut  bei  Zusatz  von  Pferdeseram  zQ 
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agglutinieren;  über  die  hämolytische  Wirkung  fehlt  auch  hier  eipe 
Angabe.  Allerdings  soll  nach  den  Autoren  derart  vorbehandeltes 
Rinderserum  Meerschweinchenblut  bei  kombinierter  Wirkung  mit 
Pferdeserum  schwächer  und  langsamer  agglutinieren  und  lösen.  Jeden- 
falls hielten  wir  es  für  erforderlich,  uns  über  die  einschlägigen  Verhält- 
nisse eingehend  zu  orientieren.  Wir  folgten  dabei  der  schon  bei  der 
Analyse  der  Hämolyse  des  Meerschweinchenbluts  erörterten  Versuchs- 
anordnung. 

Es  werden  zwei  Reihen  aufgestellt.  Jede  Reihe  enthalt  je  1  ccm 
präpariertes  5-proz.  Rinderblut,  das  eine  Stunde  lang  mit  je  0,6  ccm 
Pferdesemm  (=  2  zur  kompletten  Hämolyse  erforderliche  Dosen)  bei  37  ® 
vorbehandelt  und  sodann  von  der  Zwischenflüssigkeit  abzentrifugiert  war, 
und  absteigende  Mengen  inaktiven  Rindersemms.  Nach  einstündigem  Ver- 
weilen bei  37  ^  wird  zentrifugiert.  Die  Abgüsse  werden  einerseits  mit  den 
Sedimenten  von  je  1  ccm  5-proz.  präparierten  Rinderblutes  -(-  0,25  ccm 
Pferdeserum,  andererseits  mit  den  Sedimenten  von  je  1  ccm  5-proz.  Meer- 
schweinchenblut -f-  0,25  ccm  Pferdeserum,  digeriert.  Das  Ergebnis  ist 
ans  Tabelle  9  zu  ersehen. 

Tabelle  9: 


Hämolyse  von 

inartiven 
ßinderaßrnnifi 

1  ccm  5-proz.  präparierten 

Rinderblut  durch  0,25  ccm 

Pferdeeeruin  + 

1  ccm  5-proz.  Meerschwein- 

chenblut  durch  0,25   ccm 

Pferdeserum  -f- 

ccm 

a 

vorbehandeltes 

Rinderserum 

b 

natives 

Rinderserum 

a 

vorbehandeltes 

Rinderserum 

b 

natives 

Rinderserum 

035 
0^5 
0,15 
0,1 
0,05 
0 

komplett 
1» 

stark 

mäßig 

0 

komplett 

1» 

stark 
mäßig 
0 

komplett 
fast  komplett 
stark 
wenig 
Spürchen 
0 

komplett 
fast  komplett 

mäßig 
öpur 
0 

Die  Tabelle  zeigt,  daß  auch  mit  Pferdekomplement  be- 
ladenes  Rinderblat  nicht  befähigt  ist,  inaktives  Rinder- 
serum seines  die  Hämolyse  bedingenden  Prinzips  zu 
berauben,  und  zwar  ist  das  derart  vorbehandelte  Rinder- 
serum in  vollem  oder  fast  ungeschwächtem  Grade  ge- 
eignet, die  Hämolyse  sowohl  des  präparierten  Rinder- 
bluts  als  auch  diejenige  des  Meerschweinchenbluts  unter 
Mitwirkung  des  Pferdeserums  zu  vermitteln.  In  letzterer 
Hinsicht  stehen  also  unsere  experimentellen  Ergebnisse  in  einem  gewissen 
Gegensatz  zu  den  Angaben  von  Bordet  und  Gay.  Der  Vollständigkeit 
halber  sei  erwähnt,  daß  Rinderserum  auch  durch  Meerschweinchenblut, 
das  mit  aktivem  Pferdeserum  vorbehandelt  war,  nichts  von  seiner  die 
Hämolyse  des  präparierten  Rinderbluts  vermittelnden  Funktion  einbüßte. 

Durch  die  beiden  erörterten  Tatsachen,  daß  nämlich: 
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1)  präpariertes  Riuderblut,  das  mit  aktivem  Pferde- 
sernm  vorbehandelt  wurde,  sich  in  inaktiveL 
Riuderserum  nicht  löst, 

2)  das  die  Hämolyse  vermittelnde  Prinzip  des  Rinder- 
Serums  durch  mit  Pferdeserum  vorbehandelte> 
präpariertes  Rinderblut  nicht  absorbiert  wird, 

ist  erwiesen,  daß  die  Hämolyse  des  präparierten  Rinderbiuts  durch  die 
kombinierte  Wirkung  von  inaktivem  Rinderserum  und  aktivem  Pferde 
serum  ebensowenig,    wie   die   unter   gleichen  Bedingungen  erfolgende 
Hämolyse  des  Meerschweinchenbluts  vom  Standpunkte  der  von  Bordet 
und  Gay  aufgestellten  Kolloidtheorie  zu  erklären  ist.    Wir  haben  ge- 
sehen, daß  das  Experiment  die  einfachsten  Postulate,  die  wir  auf  Gniiid 
der  von   Bordet  und  Gay  vertretenen  Auffassung   fordern   müssen, 
nicht   erfüllen  kann.     Für  den  Fall  der  Meerschweinchenbluthämolyse 
ergibt  sich  die  den  Tatsachen  ohne  weiteres  gerecht  werdende  DeutoD:: 
daraus,  daß  nicht  das  Pferdeserum,  wie  es  Bordet  und  Gay  supponieren. 
sondern  das  Rinderserum  den  hämolytisch  wirksamen  Amboceptor  liefert. 
Dieser  Rinderamboceptor  ist,  wie  schon  Ehrlich  und  Sachs  erwiesen 
haben,  dadurch  charakterisiert,  daß  er  erst  nach  der  Vereinigung  mit 
dem  Pferdekomplement  von  den  roten  Blutkörperchen  verankert  wird. 
Um    eine  Erklärung  für   die  Hämolyse  des  präparierten  Rinder- 
blutes zu   geben,  ist  es,  wie  dies  schon  Bordet  und  Gay  mit  Recht 
ausführen,  nicht  möglich,   dem  Rinderserum  eine  AmboceptorroUe  zu 
vindizieren.  Man  könnte  nun  daran  denken,  daß  das  inaktivierte  Rinder- 
serum als  ein  Komplementoid  wirkt.  Allerdings  müßte  dann  die  Funktion 
dieses  Komplementoids  eine  eigenartige  sein.    Man   müßte  annehmen, 
daß  das  wirksame  Pferdekomplement  an  ungeeigneter  Stelle  von  den 
amboceptorbeladenen  Blutzellen   gebunden   wird,  so  daß  es  nicht  zur 
Wirkung    gelangt,    „nicht    dominant*'    ist.      Die    Rolle    des   Rinder- 
komplementoids   würde   dann  darin  bestehen,  dem   P^erdekomplement 
gewissermaßen   den  richtigen  Weg  zu  weisen.    Man  könnte  sich  näm- 
lich vorstellen,  daß  das  Komplementoid  eine  höhere  Avidität  hat  als 
das  Pfefdekomplement  und  daher  diejenige  Amboceptorgruppe,  an  der 
das   Komplement  nicht  dominant  ist,  sperrt.    Das  Pferdekomplemen: 
würde  dann   von  der  an   und  für  sich  weniger  aviden  komplemento- 
philen  Amboceptorgruppe  verankert  werden,  an   der  es  dominant  isi 
Die  Möglichkeiten  der  Deutung  ließen  sich  noch  variieren,  immer  aber 
müßte  man   annehmen,  daß  das  Rinderkomplementoid  bereits  an  und 
für  sich  von  dem  präparierten  Rinderblut  gebunden  wird.    Nun  kann 
man  aber  leicht  zeigen,   daß  das  wirksame  Prinzip  des  Rinderserums 
durch  Vorbehandlung  mit  präparierten  Rinderblutkörperchen  nichts  von 
seiner  Wirkungskraft  einbüßt.   Es  ergibt  sich  daraus,  daß  die  erörterte 
Anschauung,  nach  welcher  das  Rinderserum  als  Komplementoid  wirken 
würde,  nicht  zu  Recht  bestehen  kann. 
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Wir  mußten  uns  also  nach  anderen  Erklärungsmöglichkeiten  um- 
sehen, und  es  lag  nahe,  daran  zu   denken,  daß  auch   bei  der  Hämo- 
lyse  des  präparierten  Rinderblutes  inaktives  Rinderserum  und  Pferde- 
serum in  direkten  Beziehungen  zueinander  stehen.    Die  Tatsache,  daß 
der   auf  Meerschweinchenblut  wirkende  Amboceptor  des  Rinderserums 
bereits   an  und  fQr  sich  eine  so  ausgesprochene  Verwandtschaft  zum 
Pferdekomplement  hat,  legte  die  Vermutung  nahe,  daß  das  Rinderserum 
auch  antikomplementäre  Wirkungen  entfalten  könnte.  Muß  ja  doch  ein 
in  Bezug  auf  das  Komplement  avider  Amboceptor,  wenn   die  für  ihn 
geeigneten  Blutzellen  fehlen,  wie  ein  Antikomplement  wirken.    In  der 
Tat  haben  wir  zeigen  können  (cf.  Tab.  7),  daß  das  inaktive  Rinder- 
serum in  größeren  Mengen  die  Hämolyse  des  präparierten  Rinderblutes 
hemmt,   eine  Hemmung,  die  nur  durch  antikomplementäre  Wirkungen 
verursacht  sein  kann.     Dieser  Befund  mußte  bereits  die  Vermutung 
nahelegen,  daß  inaktives  Rinderserum  und  Pferdeserum  auch  bei  dem 
hämolytischen  Effekt  in  irgend  welchen  Beziehungen  zueinander  stünden. 
Wir  gingen  daher  in  der  Weise  vor,  daß  wir  einerseits  absteigende 
Mengen  Pferdeserums  allein  eine  Stunde  bei  37^  stehen  ließen  und 
darauf  präpariertes  Rinderblut  +  0,5  ccm  inaktives  Rinderserum  hin- 
zufügten,   andererseits    Gemische    von    absteigenden    Mengen    Pferde- 
serums mit  je  0,5  ccm  inaktiven  Rinderserums  1  Stunde  bei  37®  vor 
dem  Blutzusatz  digerierten.    Die  eingetretene  Hämolyse  wurde  dann 
zeitlich  verfolgt  und  ist  in  Tabelle  10  notiert. 

Tabelle  10. 


fiämolyse  von  1  ccm  5-proz.  präparierten  Rinderblut  durch 
Pferdesenim  -f  inaktive»  Binderserum 

Mengen 

deB  aktiven 

B 

Pferdeserum  +  Binderserum 
1  Stunde  bei  37 « 

Pferde- 
Berums 

A 
PferdeBcrum  1  Stunde  bei  37  ^ 

ccm 

5  Min. 

15  Min. 

30  Min. 

2  wStd. 

5  Min. 

15  Min. 

30  Min. 

2Std. 

0,75 

0 

komplett 

komplett 
fast  Kompl. 

komplett 

komplett  komplett 

komplett 

komplett 

0^ 

0 

mäßig 

)» 

fi              ti 

»« 

ty 

035 

0 

wenig 

mäßig 

fast  kompl. 

stark             „ 

staric 

Stark 

0,25 

0 

a 

Btark 

mäßig      mäßig 

0,15 

0 

0 

0 

mäßig 

0        wenig 

wenig 

mäßig 

0,1 

0 

0 

0 

Spur 

0              0 

Spur 

0,05 

0 

0 

0 

0 

0              0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Die  Tabelle  zeigt  die  gleichen  Verhältnisse,  wie  wir  sie  bereits 
hei  der  Hämolyse  des  Meerschweinchenblutes  kennen  gelernt  haben. 
Auch  die  Hämolyse  des  präparierten  Rinderblutes  er- 
folgt in  deutlicher  Weise  rascher,  wenn  Pferdeserum 
und  inaktives  Rinderserum  vor  dem  Blutzusatz  einige 
Zeit  gemischt  werden.    Es  ergibt  sich  also  bereits  daraus,  daß 
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eine  Reaktion  zwischen  Bestandteilen  des  Pferdeserums 
und  des  Rinderserums  erfolgt.  Zu  einem  wirksamen  Eomplei. 
wie  bei  der  Hämolyse  des  Meerschweinchenblutes,  kann  diese  ReaktioL 
nicht  führen ;  denn  das  Rinderserum  kann  ja,  wie  schon  mehrfach  er- 
wähnt, nicht  als  Amboceptor  in  Betracht  kommen.  Man  dfirfte  aber 
nicht  fehlgehen,  wenn  man  für  die  Hämolyse  des  präparierten  Rinder- 
blutes annimmt,  daß  das  inaktive  Rinderserum  die  Funktion  hat,  einen 
Bestandteil  des  Pferdeserums  zu  binden,  welcher  die  Wirkung  des  die 
Hämolyse  bedingenden  Pferdekomplements  hemmt  Um  ein  Autoanti- 
komplement des  Pferdeserums  kann  es  sich  dabei  nicht  handeb.  Diese 
Möglichkeit  wird  schon  deshalb  ausgeschlossen,  weil  das  Pferd^ 
komplement  von  den  präparierten  Rinderblutzellen  gebunden  wird. 
Dagegen  erschien  es  durchaus  denkbar,  daß  die  fragliche  Substanz  des 
Pferdeserums,  welche  die  Hämolyse  hemmt  und  durch  Rinderserum 
gebunden  wird,  ein  Bestandteil  von  Komplement-  oder  Komplementoid- 
Charakter  ist.  Die  Wirkung  dieses  zweiten  Komplements  des  Pferde- 
serums würde  darin  bestehen,  daß  es  präpariertes  Rinderblat  nicht 
löst,  aber  eine  höhere  Avidität  als  das  wirksame  Komplement  besitzt 
Seine  Bindung  würde  zur  Folge  haben,  daß  das  wirksame  Komplement 
an  ungeeigneter  Stelle,  an  der  es  nicht  dominant  ist,  verankert  wiri 
Diese  Anschauung  kann  auf  ihre  Richtigkeit  geprüft  werden,  wenn  der 
Nachweis  gelingt,  daß  die  Bindung  des  wirksamen  Pferdekomplemeots 
an  das  präparierte  Rinderblut  und  die  Hämolyse  des  letzteren  unter 
dem  Einfluß  von  aktivem  Pferdeserum  und  inaktivem  Rinderserum 
zwei  voneinander  unabhängige  Vorgänge  sind,  d.  h.  daß  eine  Bindnog 
des  wirksamen  Prinzips  des  Pferdeserums  erfolgt,  ohne  daß  nnter 
gleichen  Bedingungen  bei  gleichzeitiger  Gegenwart  von  inaktiTem 
Rinderserum  Hämolyse  eintritt.  Dieses  Postulat  konnten  wir  nun  er- 
füllen. Man  kann  nämUch  die  geforderten  Verhältnisse  sehr  leicht  dar- 
stellen, wenn  man  das  Rinderblut  mit  einer  geringeren  Amboceptw- 
menge  digeriert.    Wir  verfuhren  folgendermaßen: 

Es  wurden  zwei  gleiche  Reihen  angesetzt,  welche  je  1  com  5-pro£. 
Rinderblut  und  absteigende  Mengen  Amboceptor  (inaktiviertes  Serom  des 
mit  Rinderblat  vorbehandelten  Kaninchens)  enthielten.  Nach  l-stündigem 
Verweilen    bei  37  ®   wurde    zentrifugiert.     Nun  wurden  die  Sedimente  der 

Reihe  A  mit  einem  Gemisch  von  je  0,2  ccm  Pferdeserum  +  0,1  ccm 
inaktiven  Rinderserums  digeriert  i). 

Reihe  B  mit  je  0,2  ccm  Pferdeserum  1  Stunde  bei  37^  digeriert  \i, 
sodann  wurde  abzentrifugiert  und  den  nunmehr  erhaltenen  SedimentaD 
je  0,1   ccm  inaktiven  Rinderserums  zugefügt. 

Reihe  C.  Die  bei  B  erhaltenen  Abgüsse  wurden  mit  den  Sedi- 
menten von  je  1  ccm  5-proz.  präparierten  Rinderblut  (in  der  gewöhn- 
liclien  Weise  mit  0,05  ccm  Amboceptor  präpariert)  und  0,1  ccm  in- 
aktiven Rinderserums  digeriert. 


1)  Gesamtvolumen  stets  =  2  ccm. 
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Das  Ergebnis  ist  ans  Tabelle  11  zu  ersehen. 

Tabelle  11. 


Eingetretene  Hämolyse 

Mengen  des  zur  Vor- 
behandlung 
dienenden  Ambo- 
ceptors 

ccm 

Reihe  A 

Verschiedengradig 
präpariertes  Kinder- 
blut -h  0,2  ccm 
Pferdeserum 
-h0,l  ccm  inaktives 
Binderserum 

Reihe  B 
Verschiedengradig 
präpariertes  Kinder- 
blut -f  0,2  ccm 
Pferdeserum,  zentri- 
fugieren,  -}- 0,1  ccm 

serum 

Reihe  C 

Stark  präpariertes 
Rinderblut  (0,05  ccm) 
-h  0,1  ccm  inaktives 

Rinderserum 
-h  0,2  ccm  bereits  di- 
geriertes Pferdeserum 

0,1 
0,05 
0,025 
0,015 
0,01 
0,005 
0,0025 
0 

komplett 

stark 
wenig 

0 
0 

oooooooo 

Spürchen 
»» 

>» 

V 

wenig 
komplett 

Die  Tabelle  zeigt,  daß  Rinderblut,  welches  mit  der 
10-fach  geringeren  Amboceptormenge  (0,005  ccm)  prä- 
pariert ist,  sich  in  Bezug  auf  die  Bindung  des  Pferde- 
komplements ebenso  verhält,  wie  stark,  mit  0,05  ccm 
Amboceptor,  präpariertes  Blut  (Reihe  C).  Gleichwohl 
ist  derart  schwach  präpariertes  Rinderblut  der  kom- 
binierten Wirkung  von  Pferdeserum  und  inaktivem 
Rinderserum  gegenüber  resistent  (Reihe  A).  Daß  auch  ein 
successiver  Zusatz  von  Pferdeserum  und  inaktivem  Rinderserum  nicht 
etwa  zur  Hämolyse  fuhrt,  ergibt  sich  aus  Reihe  B  der  Tabelle.  Wir 
haben  also  hier  die  geforderten  Verhältnisse  in  ausgesprochener  Weise 
vor  uns,  und  es  ergibt  sich  in  der  Tat,  daß  wir  das  Phänomen  der 
Bindung  des  Pferdekomplements  und  dasjenige  seiner  hämolytischen 
Wirkung  gesondert  betrachten  müssen. 

Die  einfachste  Vorstellung,  die  man  sich  von  dem  Mechanismus 
des  ganzen  Ersc&el^ngskomplexes  machen  kann,  ist  wohl  folgende: 
Bei  der  Vielheit  der  Amboceptoren  in  einem  und  demselben  Immun- 
serum, die  sich  besonders  aus  den  Studien  Ehrlichs  und  Morgen- 
roths ergeben  hat,  steht  der  Annahme  nichts  entgegen,  daß  es  sich 
nm  zwei  verschiedene  Amboceptorfraktionen  in  dem  zum  Präparieren 
des  Rinderblutes  dienenden  Immunserum  handelt.  Der  eine  Ambo- 
ceptor ist  in  starker  Konzentration  vorhanden  und  bindet  das  Pferde- 
komplement, das  aber  für  ihn  nicht  dominant  ist.  Der  andere  Ambo- 
ceptor ist  im  Immunserum  nur  in  geringer  Menge  vorhanden,  für  ihn 
ist  das  Pferdekomplement  dominant.  Dadurch  ist  in  der  Tat  erklärt, 
daß  bereits  eine  geringe  Amboceptormenge  Komplement  bindet,  die 
Hämolyse  aber  erst  bei  einem  erheblichen  üeberschuß  von  Immun- 
serum eintritt     Stark   und   schwach    konzentrierter   Amboceptor    des 
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Immunserums  stehen  also  gewissermaßen  in  analogen  Beziehungen 
wie  Pferde-  und  Rinderamboceptor  bei  der  Hämolyse  des  Metr- 
schweinchenblutes.  Ein  wesentlicher  Unterschied  ist  allerdings  vor- 
handen. Bei  der  Hämolyse  des  Meerschweinchenblutes -überwiegt  die 
Avidität  des  Rinderamboceptors  zum  Pferdekomplement  diejenige  des 
Pferdeamboceptors,  und  es  tritt  daher  bei  gleichzeitiger  Gegenwart  der 
beiden  Amboceptoren  Hämolyse  ein.  Für  die  Hämolyse  des  prä- 
parierten Rinderbluts  genügt  dagegen  das  Vorhandensein  der  beiden 
Amboceptortypen  nicht.  Das  Komplement  wird  hier  offenbar  aacb 
unter  diesen  Verhältnissen  von  dem  Amboceptor,  für  den  es  nicht 
dominant  ist,  verankert.  Um  es  dem  anderen  Amboceptor  zu  über- 
mitteln, bedarf  es  der  Mitwirkung  des  inaktiven  Rinderserums,  das. 
wie  wir  gesehen  haben,  zu  dem  Pferdeserum  in  direkten  Beziehungen 
stehen  muß.  Diese  Beziehungen  kann  man  sich  nun  nicht  anders  als 
darin  gelegen  vorstellen,  daß  das  Rinderserum  einen  Bestandteil  de^ 
Pferdeserums  von  Komplementcharakter  bindet,  welcher  das  wirksame 
Pferdekomplement  an  den  zur  Hämolyse  ungeeigneten  Amboceptor 
leitet.  Es  handelt  sich  hier  nicht  etwa  um  ein  neuartiges  Erklärungs- 
prinzip,  sondern  um  Verhältnisse,  die  bereits  durch  Ehrlich  and 
Marshall  bekannt  sind.  Ehrlich  und  Marshall  ^)  haben  nämlicii 
bei  einer  von  ihnen  analysierten  Kombination  nachgewiesen,  daß  dit 
Bindung  eines  bestimmten,  nicht  dominanten  Komplementes  erst  danc 
erfolgte,  wenn  eine  andere  kompleraentophile  Gruppe  des  Amboceptors 
das  entspechende  Komplement,  das  in  diesem  Falle  das  dominante  war, 
gebunden  hatte.  Um  ein  analoges  Verhalten  dürfte  es  sich  auch  in 
der  uns  beschäftigenden  Frage  handeln. 

Gelingt  es  nun,  den  die  Bindung  des  wirksamen  PferdekomplemeoU 
an  den  ungeeigneten  Amboceptor  veranlassenden  Bestandteil  des  Pferde- 
serums zu  entfernen,  was  eben  durch  die  Wirkung  des  Rinderserums  ge- 
schieht, so  gelangt  das  Pferdekomplement  an  den  anderen,  wirksamen 
Amboceptor,  und  es  kann  Hämolyse  erfolgen.  Wenn  dem  aber  so  ist,  so 
muß  auch  die  Bindung  des  Pferdekomplements  an  das  schwach  präparierte 
Rinderblut  ausbleiben,  wenn  der  diese  Bindung  veranlassende  Bestandteil 
des  Pferdeserums  durch  das  Rinderserum  unschädlich  gemacht  ist  DaB 
dies  der  Fall  ist,  konnten  wir  in  der  Tat  zeigen,  und  wir  möchten 
daher  die  Aufmerksamkeit  ganz  besonders  auf  den  folgenden  Versuch, 
der  gewissermaßen  das  Experimentum  crucis  für  die  entwickelten  An- 
schauungen darstellt,  lenken.    Wir  verfuhren  folgendermaßen: 

Es  wurden  zwei  Reihen  angesetzt : 

Reihe  A.  Je  0,35  com  Pferdeserum  bleiben,  mit  Kochsalzlösung 
auf  je  1,1  ccm  Volumen  gefüllt,  i/j  Stunde  bei  37  ^  stehen,  sodann  werden 


1)  Ehrlich,   P.  und  Marshall,  H.  T.,   üeber  die  komplementopHilec 
Gruppen  der  Amboceptoren.     Berliner  klin.  Wochenschr.,  1902,  No.  25. 
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sie  mit  den  Sedimenten  von  je  1  ccm  5-proz.  schwach  präparierten 
(0,005  ccm  Amboceptor)  Rinderblut  1  ^/^  Stunden  bei  37  ^  digeriert. 
Sodann  wird  abzentrifugiert.  Zu  den  Abgüssen  werden  absteigende 
Mengen  inaktiven  Rinderserums  (1  ccm  Volumen)  gefllgt,  und  diese  Ge- 
mische werden  auf  die  Sedimente  von  je  1  ccm  5-proz.  stark  präparierten 
(0,0ö  ccm  Amboceptor)  Rinderbluts  gegossen. 

Reihe  B.  Je  0,35  ccm  Pferdeserum  -[-  absteigende  Mengen  in- 
aktiven  Rinderserums  (Gesamtvolumen  =a  1,1  ccm)  werden  nach  Y^'^^^^' 
digem  Verweilen  bei  37®  mit  den  Sedimenten  von  je  1  ccm  5-proz. 
schi^ach  präparierten  (0,005  ccm  Amboceptor)  Rinderblut  1^^  Stunden  bei 
37  ^  digeriert.  Sodann  werden  die  durch  Zentrifugieren  erhaltenen  Abgüsse 
auf  die  Sedimente  von  je  1  ccm  stark  präparierten  (0,05  ccm  Ambo- 
ceptor) 5-proz.  Rinderblutes  gegossen  und  je  1  ccm  Kochsalzlösung  hinzu- 
gefügt. 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  12. 

Tabelle  12. 


Mengen  des 

inaktiven 

Rinder- 

senimfi 


ccm 


0,75 
0^ 
0,35 
0,25 
0,15 
0,1 
0 


Hämolyse  von  1  ccm  5-proz.  stark  präpa- 
rierten Binderbluts 


Reihe  A 

durch  Rinderserum  und 

mit  schwach  präpariertem 

Blut  vorbehandeltes 

Pferdeserum 


Spur 


Reihe   B 

durch  die  mit  schwach 

präpariertem  Blut  vorbe- 

nandelten  Gemische  von 

Rinderserum  und  Pferde- 


komplett 


stark 
mäßig 
Spur 
0 


Aus  der  Tabelle  ist  deutlich  zu  ersehen,  daß  die  Bindung  des 
Pferdekomplements  an  schwach  präpariertes  Rinderblut 
ausbleibt,   wenn  dem   Pferdeserum    genügende   Mengen 
des  inaktiven  Rinderserums  zugefügt  werden.    Dieses  Er- 
gebnis zeigt  zunächst  die  gänzliche  ünhaltbarkeit  der  von  Bordet  und 
Gay   vertretenen  Anschauung.    Denn  man  hätte  nach  ihr  unbedingt 
erwarten   müssen,    daß  in   Reihe  B  die  Hämolyse  geringer,  keinesfalls 
aber   stärker,   als  in  Reihe  A  erfolgt.    Denn  in  Reihe  B  sind  ja  die 
Verhältnisse  so  gelegen,  daß  auch  dem  „Kolloid"  der  Autoren  Gelegen- 
heit gegeben  ist,  durch  das  schwach  präparierte  und  mit  Komplement 
beladene  Blut  absorbiert  zu  werden.    Tatsächlich  zeigt  sich  das  gegen- 
teilige Verhalten,  das  mit  der  Kolloidtheorie  in  direktem  Widerspruch 
steht.     Dagegen  konnte  dieses  Versuchsresultat  auf  Grund  der  von  uns 
ausgesprochenen   Vermutung  vorausgesagt  werden.    Die  Tabelle  zeigt 
in  der  Tat  zur  Evidenz,  daß  das  Rinderserum  die  Bindung  des  Pferde- 
komplements an  das  schwach  präparierte  Rinderblut  hindert.    Wir  ge- 
langen, von  dieser  Erkenntnis  ausgehend,  auch  zu  einem  Verständnis 
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der  Beteiligung  des  Rinderserums  an  der  Hämolyse  des  stark  präpa- 
rierten Rinderbluts  durch  Pferdeserum.  Es  handelt  sich  oflfenbar  um 
ziemlich  komplizierte  Verhältnisse,  für  die  wir  vorläufig  die  in  den 
Figuren  3 — 7  der  beigegebenen  Tafel  zur  schematischen  Darstellung 
gebrachten  Deutung  vorschlagen  möchten. 

Fig.  3  stellt  die  Konstitution  des  Immunserums  dar.  Der  eine 
Amboceptor  a  ist  nur  schwach  konzentriert,  der  andere  b  in  großer 
Menge  vorhanden. 

In  Fig.  4  sind  die  Verhältnisse  skizziert,  wie  sie  nach  unserer  Vor- 
stellung bei  dem  Digerieren  stark  präparierten  Rinderbluts  mit  Pferde- 
serum eintreten.  Das  zum  Präparieren  benutzte  Immunserum  enthält 
zwei  Amboceptortypen,  den  stark  konzentrierten  Amboceptor  b  und  den 
nur  in  schwacher  Konzentration  vorhandenen  Amboceptor  a  (cf.  Fig.  3). 
Für  den  letzteren  ist  das  im  Pferdeserura  vorhandene  Komplement  ca 
dominant.  Das  Pferdeserum  enthält  aber  außer  diesem  Komplement 
noch  einen  weiteren  komplementartigen  Bestandteil  cß,  der  eine  starke 
Verwandtschaft  zur  komplementophilen  Gruppe  ß  des  Amboceptors  h 
besitzt.  Die  Verankerung  der  Komponente  cß  ^n  ß  hat  zur  Folge, 
daß  die  Avidität  der  gleichfalls  an  dem  Amboceptor  b  befindlichen 
Gruppe  a,  welche  an  und  für  sich  mit  ca  nicht  reagiert,  derart  ge- 
steigert wird,  daß  nunmehr  der  Amboceptor  b  auch  das  wirksame 
Komplement  ca  mit  starker  Avidität  an  sich  reißt.  Da  letzteres  aber 
für  den  Amboceptor  b  nicht  dominant  ist,  bleibt  die  Hämolyse  aus. 

Fig.  5  veranschaulicht  die  Wirkung  des  im  Rinderserum  enthal- 
tenen Bestandteils  r.  Derselbe  bindet  cß,  wodurch  die  Steigerung  der 
Avidität  der  an  b  befindlichen  Gruppe  a  ausbleibt.  Es  muß  daher  ca 
von  a  verankert  werden,  wodurch  die  Hämolyse  bedingt  wird. 

Fehlt  der  Amboceptor  a,  d.  h.  ist  das  Rinderblut  nur  schwach  präpa- 
riert, so  wird  beim  Digerieren  mit  Pferdeserum  durch  den  Amboceptor  b: 
cß  und  durch  Vermittelung  dieser  Reaktion  auch  ca  gebunden  werden. 
Der  Abguß  kann  also  stark  präpariertes  Blut  auch  bei  Gegenwart  von 
inaktivem  Rinderserum  nicht  lösen  (cf.  Fig.  6  der  Tafel,  Versuch 
Tabelle  12  A).  Wird  hingegen  das  schwach  präparierte  Blut,  das  also 
nur  den  Amboceptor  b  gebunden  hat,  mit  dem  Gemisch:  Pferdeserum 
— inaktives  Rinderserum  digeriert,  so  bleibt,  da  der  wirksame  Ambo- 
ceptor a  fehlt,  die  Hämolyse  aus.  Da  aber  die  Rinderkomponente  r: 
cß  bindet,  bleibt  auch  ca  frei,  und  so  kommt  es,  daß  in  diesem  Falle 
der  Abguß  auf  stark  präpariertes  Rinderblut  bereits  an  und  für  sich 
hämolytisch  wirkt  (cf.  Fig.  7  der  Tafel,  Versuch  Tabelle  12  B). 

Natürlich  müssen  außer  den  erörterten  Momenten  auch  die  Be- 
dingungen der  Massenwirkung  berücksichtigt  werden.  Wenn  z.  B. 
einer  geringen  Menge  Rinderserums  ein  großer  üeberschuß  des 
Amboceptors  b  gegenübersteht,  so  wird  die  Reaktion  zwischen  b  und 
cß   noch    eintreten    können,    sie    wird    aber    langsamer    und    unvoll- 
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ständiger  erfolgen,  als  wenn  das  Rinderserum  überhaupt  fehlt.  Ist  nun 
gleichzeitig  der  Amboceptor  a  vorhanden,  so  wird  ein  Teil  von  ea  noch 
Gelegenheit  finden  an  a  heranzugehen,  so  daß  die  Hämolyse  statthat. 
Fehlt  aber  der  Amboceptor  a,  ist  also  das  Rinderblut  schwach  präpa- 
riert, so  wird  c  a  noch  an  den  Amboceptor  b  gebunden  werden  können, 
so  daß  der  Abguß  seine  hämolytische  Kraft  verloren  hat.  So  ist  es  zu 
verstehen,  daß  bei  dem  in  Tabelle  12  mitgeteilten  Versuch  in  der  Kon- 
trolle, die  aus  einfachen  Gemischen  von  stark  präpariertem  Rinderblut, 
0,35  com  Pferdeserum  und  absteigenden  Mengen  inaktiven  Rinder- 
serums bestand,  noch  0,1  ccm  des  letzteren  komplette  Hämolyse  ver- 
mittelte, während  sich  aus  Tabelle  12  B  ergibt,  daß  schwach  präpa- 
riertes Rinderblut  ein  Gemisch  von  0,1  ccm  inaktiven  Rinderserums 
-r  0,35  ccm  Pferdeserum  seiner  hämolytischen  Kraft  beraubt. 

Andererseits  wird  man  ein  quantitatives  Erhaltensein  des  wirk- 
samen Pferdekomplements  nach  dem  Digerieren  mit  schwach  präpa- 
riertem Rinderblut  erwarten  dürfen,  wenn  man  einen  Ueberschuß  von 
inaktivem  Rinderserum  gleichzeitig  einwirken  läßt  Wir  möchten  uns 
erlauben,  noch  hierffir  einen  experimentellen  Beleg  anzuführen. 

Es  werden  zwei  Reihen  angesetzt: 

Reihe  A  enthält  je  0,5  ccm  schwach  präpariertes  10-proz.  Rinder- 
blut -[-  0,5  ccm  Kochsalzlösung  -[-  absteigende  Mengen  aktiven  Pferde- 
serums  ^). 

Reihe  B  enthält  je  0,5  ccm  schwach  präpariertes  10-proz.  Rinder- 
blut 4-  0,5  ccm  inaktives  Rinderserum  +  absteigende  Mengen  aktiven 
Pferdeserums  ^). 

-f 'Nach  lYj-stündigem  Aufenthalt  bei  37®  wird  zentrifugiert.  Die  dabei 
in  Reihe  B  wahrzunehmende  geringgradige  Hämolyse  ist  in  Tabelle  13 
notiert. 

Tabelle  13. 


Mengen 

dee 

Pferdeserums 

ccm 

Hämolyse  von  1  ccm  5-proz.  schwach 
präparierten  Rinderbluts  durch  ab- 
steigende Mengen  Pferdeserums 

A 

allein 

ß 

+  0,5  ccm  inaktives 

Rinderserum 

0,75 

0,5 

035 

0,25 

0,15 

oa 

0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

stark 
wenig 

0 

0 

0 

0 

0 

Nunmehr  wird  zu  den  Abgüssen  der  Reihe  A   je   0,5  ccm  inaktives 
Rinderserum,   zu   den  Abgüssen   der  Reihe  B  je  0,5  ccm  Kochsalzlösung 

1)  Pferdeserum  +  Kochsalzlösung  vorher  1  Stunde  bei  37®. 

2)  Fferdeserum  -f~  Rinderserum  vorher  1  Stunde  bei  37  o. 
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gefügt.  Die  Gemische  werden  mit  den  Sedimenten  von  je  1  ccm  5-proz. 
stark  präparierten  Einderbluts  digeriert. 

In  einer  gleichzeitig  angesetzten  Eontrollreihe  G  wurde  in  der 
Weise  verfahren,  daß  Oemische  von  je  0,5  ccm  inaktiven  Rinderseroms 
+  absteigende  Mengen  Pferdeserums  2  Stunden  bei  37  ^  digeriert  wurden, 
worauf  Zusatz  von  stark  präpariertem  Rinderblut  erfolgte. 

Das  Ergebnis  ist  in  TabeUe  14  notiert. 

Tabelle  14. 


Mengen 

des 

Pf  erdesenim  s 

Hämoljse  von  1  ccm  5-proz.  stark 
präparierten  Rinderbluta 

ccm 

Reihe  A 

E«ihe  B 

Keihe  C 

0,75 

0,5 

035 

0,25 

0,15 

»6' 

stark 
wenig 
Spur 
0 
0 
0 
0 

komplett 
fi 

fast  komplett 

stark 

mäßig 

komplett 
fi 

fast 'komplett 
wenig 
Spur 
0 

Die  Tabelle  zeigt  in  der  Tat,  daß  das  Pferdekomplement 
beim  Digerieren  mit  schwach  präpariertem  Rinderblut 
unter  gleichzeitiger  Gegenwart  einer  reichlichen  Rinder- 
serummenge quantitativ  erhalten  bleibt,  während  es  an 
und  für  sich  von  dem  präparierten  Blute,  wie  sich  aus 
Reihe  A  ergibt,  gebunden  wird.  Dieser  markante  Unterschied 
wird  noch  beweiskräftiger  durch  den  Umstand,  daß  bei  der  Einwirkung 
der  Gemische  von  Pferdeserum  und  Rinderserum  auf  das  schwach  prä- 
parierte Blut  bereits  eine  geringe  Hämolyse  eintritt,  wie  wir  dies  aas 
Tabelle  13  B  ersehen.  Trotz  dieser  bereits  stattfindenden  Wirkung,  mit 
der  offenbar  ein,  wenn  auch  geringer  Verbrauch  vergesellschaftet  sein 
muß,  ist  das  Endresultat  gerade  umgekehrt,  als  man  es  a  priori  er- 
warten sollte.  Es  ist  damit  ein  gravierendes  Argument  für  die  Rich- 
tigkeit der  von  uns  diskutierten  Anschauungen  erbracht.  Man  darf 
wohl  annehmen,  daß  der  Bestandteil  cß  des  Pferdeserums  ein  Komple- 
ment darstellt,  nur  daß  dieses  weder  für  den  Amboceptor  a  noch  für  b 
dominant  ist.  Die  Rolle  des  Rinderserums  besteht  demnach  einfach  in 
einer  antikomplementären  Wirkung.  Offenbar  sind  die  Amboceptoren 
des  Rinderserums  im  allgemeinen  durch  eine  hohe  Avidität  der  komple- 
mentophilen  Gruppen  ausgezeichnet,  wie  wir  dies  insbesondere  für  den 
auf  Meerschweinchenblut  wirkenden  und  durch  Pferdeserum  komplettier- 
baren Amboceptor  nachweisen  konnten.  Solche  Amboceptoren  aber 
müssen,  wenn  die  Zellen,  auf  welche  sie  angepaßt  sind,  fehlen,  im 
Sinne  von  Antikomplementen  wirken.  Es  erklärt  sich  dadurch  auch, 
daß  das  inaktivierte  Rinderserum,  wie  wir  wiederholt  gesehen  haben, 
in  überschüssigen  Mengen  die  Hämolyse  des  stark  präparierten  Rinder- 
bluts durch  das  Pferdekomplement  c  a  hemmen  kann,  obwohl  es  selbst 
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—  in  geriogeren  Mengen  —  erst  diese  Hämolyse  ermöglicht.  Man 
maß  eben  annehmen,  daß  im  Rinderserum  auch  komplementophile 
Gruppen  a  in  sehr  geringer  Menge  vorhanden  sind,  so  daß  dasselbe 
in  großen  Dosen  auch  eine  ablenkende  Wirkung  auf  das  Komplement  c  a 
ausüben  kann. 

Was  die  beiden  Komplemente  des  Pferdeserums  {ca  und  eß)  an- 
langt, so  scheint  deren  quantitatives  Verhältnis  individuell  gewissen 
Schwankungen  zu  unterliegen.  Wir  haben  bereits  erwähnt,  daß  das 
Pferdeserum  bereits  an  und  für  sich  präpariertes  Rinderblut  in  wechseln- 
dem Grade  I5st  Von  dem  gewonnenen  Standpunkte  aus  muß  diese  durch 
das  Pferdeserum  allein  bedingte  Hämolyse  ofifenbar  um  so  stärker  sein, 
je  mehr  die  Konzentration  des  Komplements  c  a  im  Pferdeserum  die- 
jenige des  Komplements  cß  überwiegt.  Würde  das  Komplement  cß 
überhaupt  fehlen,  so  müßte  die  durch  Pferdeserum  allein  bedingte 
Hämolyse  ebenso  stark  sein,  als  die  bei  kombinierter  Einwirkung  von 
Pferdeserum  und  inaktivem  Rinderserum  erfolgende.  Solche  extreme 
Fälle  haben  wir  allerdings  nicht  beobachtet.  Immerhin  aber  haben 
wir  Fferdesera  in  den  Händen  gehabt,  die  präpariertes  Rinderblut  be- 
reits an  und  für  sich  in  einer  Menge  von  0,35—0,3  ccm  komplett 
lösten,  während  die  komplette  Hämolyse  durch  Zusatz  von  inaktivem 
Rinderserum  nur  bis  zur  Dose  von  0,15  ccm  Pferdeserum  verstärkt 
wurde.  Es  ergeben  sich  also  auch  aus  einer  kritischen  Verwertung  der 
kasuistischen  Befunde  Konsequenzen,  die  sich  der  von  uns  gegebenen 
Deutung  zwanglos  einfügen. 

So  glauben  wir  gezeigt  zu  haben,  daß  die  von  Bobdbt  und 
Gay  erhobenen  Einwände  gegen  die  Auffassung  der  bei 
der  Hämolyse  des  Meerschweinchenblutes  beteiligten 
Komponente  des  Rinderserums  als  Amboceptor  hin- 
fällig sind.  Die  von  Bobdbt  und  Gay  versuchte  Deu- 
tung hat  sich  andererseits  bei  eingehender  Analyse  in 
direktem  Widerspruch  zu  einer  Reihe  von  experimen- 
tellen Befunden  erwiesen.  Dagegen  fügt  sich  das  ge- 
samte Tatsachenmaterial  in  die  sich  aus  der  Ambo- 
ceptortheorie  ergebenden  Anschauungen  zwanglos  ein. 
Die  eigentümliche  Rolle  des  Rinderserums  erklärt  sich 
ohne  weiteres  durch  die  hohe  Avidität  der  in  ihm  ent- 
haltenen komplementophilen  Gruppen  resp.  Ambocep- 
toren zum  Komplement,  und  dies  trifft  sowohl  für  die 
Hämolyse  des  Meerschweinchenblutes  als  auch  für  die- 
jenige des  präparierten  Rinderblutes  zu.  Es  erübrigt 
sich  also,  dem  Rinderserum,  wie  dies  Bobdbt  und  Gay 
tun,  heuartige  und  ganz  singulare  Qualitäten  zu  vindi- 
zieren, und  wir  können  das  Fazit  unserer  Untersuchun- 
gen  dahin    resümieren,    daß    auch    die    scheinbaren   Ab- 
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weichungen  von  der  Regel  nur  Variationen  der  darch 
die  Amboceptortheorie  formulierten  Gesetzmäßigkeit 
der  cytotoxischen  Wirkungen  darstellen. 

Zusammenfassung. 

1)  Entgegen  der  von  Bordet  und  Gay  vertretenec 
Anschauung  wirkt  bei  der  Hämolyse  des  Meerschwein- 
chenblutes durch  aktives  Pferdeserum  und  inaktiTes 
Rinderserum  nicht  das  Pferdeserum,  sondern  das  Rinder- 
serum als  Amboceptor. 

2)  Das  Meerschweinchenblut  absorbiert  das  Komple- 
ment des  Pferdeserums  durch  Vermittelung  eines  Pferde- 
amboceptors,  für  den  das  Pferdekomplement  nicht  do- 
minant ist. 

3)  Nachträgliches  Zufügen  von  Rinderserum  zu  dem 
mit  Pferdeserum  vorbehandelten  Meerschweinchenblut 
bedingt  keine  Hämolyse,  die  man  nach  Bordet  und  Gay 
erwarten  müßte.  Ebensowenig  wird  die  hämolytische 
Komponente  des  Rinderserums  dabei  gebunden.  Die  von 
Bordet  und  Gay  aufgestellte  Theorie,  nach  welcher  ein 
„Kolloid^  des  Rinderserums  als  dritte  Komponente  bei 
der  Cytotoxinwirkung  von  den  mit  Amboceptor  undKom- 
plement  beladenen  Blutzellen  absorbiert  wird  und  die- 
selben löst,  ist  also  irrig. 

4)  Dagegen  spricht  für  eine  direkte  Vereinigung  des 
Rinderamboceptors  mit  dem  PferdeJkomplement  der  Um- 
stand, daß  die  Hämolyse  erheblich  rascher  erfolgt,  w 
die  beiden  Sera  vor  dem  Blutzusatz  digeriert  sind. 

'5)  Es  gelingt,  dem  Pferdeserum  durch  Vorbehandel 
mit  Meerschweinchenblut  bei  0®  einen  großen  Teil  des 
Amboceptors  zu  entziehen,  ohne  den  Komplementgehalt 
zu  vermindern.  Trotz  des  Amboceptoryerlustes  hat  das 
Pferdeserum  die  Fähigkeit,  im  Verein  mit  Rinderserum 
hämolytisch  zu  wirken,  bewahrt,  und  büßt  davon  nanm ehr 
beim  Digerieren  mit  Blut  weniger  ein,  alsnatives  Serum. 
Auch  daraus  ergibt  sich,  daß  der  die  Hämolyse  vermit- 
telnde Amboceptor  im  Rinderserum  enthalten  ist 

6)  Der  von  Bordet  und  Gay  erhobene  Befund,  daH 
sich  mit  Amboceptor  beladenes  (präpariertes)  Rinder- 
blut in  einem  Gemisch  von  aktivem  Pferdeserum  und  in- 
aktivem Rinderserum,  aber  nicht  in  Pferdeserum  allein 
löst,  konnte  bestätigt  werden.  Dagegen  erwies  sich  ihre 
Deutung,  nach  welcher  das  Rinderserum  die  bereits  mit 
Pferdeserum   vorbehandelten   präparierten  Rinderblot- 


enn 


n 


Das  Zusammenwirken  mehrerer  Amboceptoren  bei  der  Hämolyse.     33 

seilen    als  „Kolloid"  löst  und  von  ihnen  gebunden  wird, 
lurch  folgende  Ergebnisse  als  irrig: 

7)  Präpariertes  Rinderblut  absorbiert  das  Pferde- 
komplement, ohne  gelöst  zu  werden.  Derart  vorbehan- 
deltes Blut  wird  aber  auch  durch  Zusatz  von  inaktivem 
Rinderserum  nicht  gelöst,  noch  hat  es  die  Fähigkeit, 
letzteres  seiner  die  Hämolyse  vermittelnden  Funktion 
zu  berauben. 

8)  Es  hat  sichdagegen  ergeben,  daß  auch  imFalleder 
Hämolyse  des  präparierten  Rinderbluts  inaktives  Rinder- 
serum und  Pferdeserum  in  direkten  Beziehungen  zuein- 
ander stehen.  Wenn  man  beide  Sera  vor  dem  Zusatz  des 
präparierten  Rinderbluts  digeriert,  so  wird  eine  erheb- 
liche Beschleunigung  der  Hämolyse  erzielt. 

9)  Rinderblut  bindet  auch  das  Pferdekomplement, 
wenn  es  mit  einer  geringen  Menge  Amboceptor  vorbe- 
handeltist,  obwohl  zur  Hämolyse  durch  Pferdeserum  und 
inaktives  Rinderserum  eine  weit  größere  Amboceptor- 
menge  erforderlich  ist.  Daraus  ergibt  sich,  daß  im  Im- 
munserum zwei  verschiedene  Amboceptoren  vorhanden 
sind,  von  denen  der  eine,  stark  konzentrierte  (b)  das 
Pferdekomplement  absorbiert,  wenn  das  Rinderserum 
fehlt,  der  andere,  schwach  konzentrierte  (a)  das  Pferde- 
komplement bindet,  wenn  Rinderserum  zugegen  ist.  Nur 
im  letzteren  Falle  tritt  Hämolyse  ein. 

10)  Das  Rinderserum  verhindert  die  Bindung  des 
Pferdekomplements,  an  das  schwach  präparierte  (Ambo- 
ceptor h)  Rinderblut,  ohne  in  diesem  Falle  dieHämolyse 
zu  vermitteln. 

11)  Da  das  Rinderserum  aber  nicht  auf  das  präparierte 
Blut,  sondern  auf  das  Pferdeserum  einwirkt,  so  ergibt 
sich,  daß  das  Rinderserum  einen  Bestandteil  desPferde- 
serums  bindet,  dem  die  Funktion  zukommt,  die  Bindung 
des  Pferdekomplements  an  den  Amboceptor  b  zu  ermög- 
lichen und  zu  bewirken. 

12)  Die  kombinierte  Wirkung  des  Pferdeserums  und 
inaktiven  Rinderserums  bei  der  Hämolyse  des  präpa- 
rierten Rinderbluts  erklärt  sich  also  durch  die  anti- 
komplementäre Wirkung  des  Rinderserums,  die  sich 
aber  wesentlich  nur  auf  einen  komplementartigen  Be- 
st andteil  des  Pf  erde  serums  er  streckt,  welch  er  die  Bindung 
des  wirksamen  Pferdekomplements  an  einen  Amboceptor 
b  bedingt,  während  es  nur  für  den  Amboceptor  a  wirk- 
sam ist.     Das  von   Bordet  und  Gay  beschriebene  Phä- 
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nomen  ist  also  durch  die  von  ihnen  gegebene  Deutung 
nicht  zu  erklären,  dagegen  ergibt  sich  das  Verständnis 
des  gesamten  Tatsachenkomplexes  aus  den  Prinzipien 
der  Amboceptortheorie. 


Erklärung  zu  den  Figuren  auf  der  TafeL 

Die  vom  Pferde  stammenden  Bestandteile  sind  rot,  die  Komponenten 
des  Rinderserums  blau  markiert 

Figuren  1  und  2  betreffen  die  Hämolyse  des  Meerschwein- 
chenblutes  durch  die  kombinierte  Wirkung  von  aktivem 
Pferdeserum  und  inaktivem  Rinderserum. 

xi  Meerschweinchenblutzelle;  an  Amboceptor  des 
Rinderserums;  ap:  Amboceptor  des  Pferdeserums;  ei  Kom- 
plement des  Pferdeserums. 

Figur  1  veranschaulicht  die  Verhältnisse,  wie  sie  bei  gieichzeitigein 
Mischen  von  Blut,  Pferdeserum  und  Rinderserum  eintreten.  Der  Rinder- 
amboceptor  {ar)  vereinigt  sich  mit  dem  Pferdekomplement  (c),  so  da£ 
Hämolyse  erfolgt. 

In  Figur  2  ist  das  Meerschweinchenblut  zuerst  mit  Pferdeserum 
(op  +  c)  digeriert.  Die  Blutzelle  absorbiert  den  Pferdeamboceptor  la/r 
und  dieser  verankert  das  Pferdekomplement  (c).  Für  den  nachträglicL 
zugesetzten  Rinderamboceptor  (ar)  ist  nun  das  Pferdekomplement  (c)  nich: 
mehr  disponibel,  so  daß  die  Hämolyse  ausbleibt. 

Die  Figuren  3 — 7  betreffen  die  Hämolyse  des  amboceptor- 
beladenen  Rinderblutes  durch  die  kombinierte  Wirkung 
von  aktivem  Pferdeserum  und  inaktivem  Rinderserum. 

x:  Rinderblutzelle;  a  und  6:  Partialamboceptoren  des 
Immunserums  (a  schwach,  h  stark  konzentriert) ;  a  und  ß:  komple- 
mentophile  Grtippen;  ca\  das  für  den  Amboceptor  a  domi- 
nante Komplement  des  Pferdeserums;  cß:  der  zweite  kom- 
plementartige Bestandteil  des  Pferdeserums,  welcherweder 
für  a  noch  für  h  dominant  ist,  dessenBindungan  den  Ambo- 
ceptor h  aber  erst  die  komplementophile  Gruppe  a  des 
Amboceptors  6  reaktionsfähig  macht;  r:  wirk samerBestand- 
teil  des  Rinderserums  (Antikomplement- Amboceptor ?) ,  welcher 
cß  bindet. 

Figur  3:  Konstitution  des  Immunserums;  der  Amboceptor  a  ist 
nur  schwach,  der  Amboceptor  h  stark  konzentriert  im  Immunserum  vor- 
handen. 

Figuren  4  und  5:  Mechanismus  der  Hämolyse  des  stark  präpa- 
rierten Rinderblutes  durch  Pferdeserum  und  inaktives  Rinderserum : 

Figur  4 :  Stark  präpariertes  Rinderblut  ist  mit  Pferdeserum  digeriert. 
Der  Bestandteil  cß  des  Pferdeserums  wird  vom  Amboceptor  h  gebunden, 
und  diese  Bindung  veranlaßt  die  Verankerung  des  Pferdekomplementes 
ca  an  den  Amboceptor  h.  Da  aber  ca  nicht  für  6,  sondern  nur  für  a 
dominant  ist,  bleibt  die  Hämolyse  aus. 

Figur  5:  Stark  präpariertes  Rinderblut  ist  mit  einem  Gemisch  von 
aktivem  Pferdeserum  und  inaktivem  Rinderserum  digeriert.     Der  Bestand- 
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:eil  r  des  Rinderserums  bindet  die  Komponente  cß  des  Pferdeserums. 
jß  kann  daher  nicht  an  den  Amboceptor  h  gelangen.  Da  letzterer  aber 
in  und  f^  sich  nicht  mit  dem  Pferdekomplement  ea  reagiert,  wird  ea 
von   dem  Amboceptor  a  gebunden,  und  es  erfolgt  Hämolyse. 

Figuren  6  und  7  veranschaulichen  die  Verhältnisse,  wie  sie  dann 
dintreten,  wenn  das  Binderblut  mit  einer  geringen  Immunserummenge  prä- 
pariert ist,  also  nur  den  Amboceptor  b  gebunden  hat: 

Figur  6:  Schwach  präpariertes  Rinderblut  ist  mit  Pferdeserum 
iigeriert.  cß  wird  von  h  gebunden,  und  durch  diese  Bindung  wird  die 
Verankerung  von  ca  an  6  vermittelt  Es  tritt  keine  Hämolyse  ein.  Wenn 
man  zentrifugiert,  so  fehlt  im  Abguß  das  Pferdekomplement. 

Figur  7:  Schwach  präpariertes  Rinderblut  ist  mit  einem  Gemisch 
von  Pferdeserum  und  inaktivem  Rinderserum  digeriert.  Die  Komponente 
r  des  Rinderserums  vereinigt  sich  mit  cß.  Dadurch  wird  auch  ca  nicht 
von  h  gebunden  und  bleibt  frei.  Wird  zentrifugiert,  so  enthält  der  AbguB 
das  Pferdekomplement. 
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Beiträge  zur  Kenntnis 
der  hämolytischen  Komplemente. 

Von 

Dr.  Rudolf  Hecker, 

Privatdozent  an  der  Universität  München. 
Mit  4  Abbildungen. 


I.  Die  hämolytische   Wirkung  der  Seifen. 

Die  schon  längere  Zeit  bekannte  Tatsache,  daß  die  Seifen  starke 
Hämolysine  und  im  Blute  in  ziemlich  erheblicher  Konzentration  —  nach 
KoBERT  0,12  Proz.  —  vorhanden  sind,  hat  in  neuerer  Zeit  mehrfach 
Anregung  gegeben,  die  Beziehungen  des  Seifengehalts  zu  den  hämo- 
lytischen Wirkungen  des  Blutserums  zu  erforschen.  Noquchi^)  und 
Y.  Liebermann  ')  haben  etwa  gleichzeitig  und  unabhängig  voneinander 
festgestellt,  daß  die  hämolytische  Wirkung  der  Seifen  durch  Zusatz  von 
Blutserum  oder  Serumalbumin  aufgehoben  wird.  v.  Liebermann  er- 
blickt darin  wohl  mit  Recht  die  Ursache  dafür,  daß  die  Seifen  im  Blut- 
serum trotz  ihrer  relativ  hohen  Konzentration  nicht  zur  hämolytischen 
Wirkung  gelangen.  Aus  dem  Umstände,  daß  inaktive  Geraische  von 
Seife  und  Serumalbumin  wieder  hämolytisch  werden,  wenn  Oelsäure  in 
nicht  lösender  Menge  zugesetzt  wird,  schließt  er,  daß  Oelsäure  und 
Seife  in  ähnlichen  Beziehungen  stehen,  wie  Amboceptor  und  Komple- 
ment bei  der  Serumhämolyse. 

NoGüCHi,  der  einerseits  mit  verschiedenen  Alkaliseifen,  anderer- 
seits mit  alkoholischen  Extrakten  aus  Blut  und  Organen  arbeitete,  kam 
zu  ähnlichen  Schlußfolgerungen.  Er  konnte  zeigen,  daß  die  hämolytische 
Wirkung  der  Seifenlösungen  wie  auch  der  Extrakte  durch  Blutserum 
aufgehoben  wird.  Diese  Inaktivierung  ist  aber  nach  Nogüchi  nur 
eine  scheinbare,  da  das  Gemisch  hämolytisch  wirkt,  wenn  ein  geeigneter 
Amboceptor  für  die  Blutzellen  vorhanden  ist.  Noguchi  nimmt  daher 
keinen  Anstand,  die  Seifen  des  Blutserums  mit  den  Komplementen  zu 
identifizieren,  indem  letztere  nur  deshalb  beim  Fehlen  der  Amboceptoren 
inaktiv  seien,  weil  die  gleichzeitig  vorhandenen  Serumbestandteile  als 
hemmende  Faktoren  interferieren. 


1)  Noguchi,  H.,    On   certain  complementary  substances.     Proc.  of  the 
80C.  for  experim.  biology  and  medicine,  VoL  4,  1907,  No.  3. 

2)  V.   Liebermann,    L.,    Ueber    Hämagglutination    und    Hämatolyse. 
Biochem.  Zeitschr.,  Bd.  4,  April  1907,  Heft  1. 
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Bei  der  prinzipiellen  Wichtigkeit  der  Frage  erscheint  es  geboten. 
hier  fiber  einige  Versuche  zu  berichten,  die  im  Anschloß  an  die  )Iit- 
teilung  von  Nogughi  angestellt  wurden.  Ich  verwandte  dazu  folgende 
Materialien : 

1)  1-proz.  Lösungen  von  ölsaorem  Natron  (Kahlbaum)  in  0,85-proL 
Kochsalzlösung ; 

2)  5-proz.  Aufschwemmungen  von  Rinderblut  in  Kochsalzlösung 
(serumfrei  gewaschen);  Testmenge  1  ccm; 

3)  das  inaktivierte  Serum  eines  mit  Rinderblut  vorbebandelten 
Kaninchens  als  -Amboceptor;  komplett  lösende  Dosis  bei  Zusatz  von 
Meerschweinchenkomplement  =  0,0015  ccm; 

4)  normales  Kaninchenserum. 

Zu  den  Versuchen  wurden  in  der  Regel  0,05  ccm  der  l-proz.  Seifen- 
lösung verwandt ;  es  entsprach  dies  ungefähr  dem  doppelten  Multiplum 
derjenigen  Menge,  welche  1  ccm  5-proz.  Rinderblut  gerade  komplett 
löste.  Die  Hemmung  der  Seifenhämolyse  durch  Blutserum  konnte  ich 
nun  ohne  weiteres  bestätigen.  Es  zeigte  sich  dabei,  daB  die  Hemmung 
etwas  intensiver  war,  wenn  Serum,  Seife  und  Blutzellen  sofort  digeriert 
wurden,  als  wenn  der  Blutzusatz  erst  nach  V^-stündigem  Stehen  der 
Gemische  von  Serum  und  Seife  erfolgte,  üeber  die  Ursache  dieses  merk- 
würdigen Verhaltens  kann  ich  nichts  aussagen.  In  den  folgenden  Ver- 
suchen wurden  alle  Komponenten  auf  einmal  gemischt  Die  Gemische 
blieben,  wenn  nicht  anders  vermerkt  ist,  zwei  Stunden  bei  37  ^  und  worden 
über  Nacht  im  Eisschrank  aufbewahrt,  bevor  das  Resultat  notiert  wurde. 

Um  die  Wirkung  der  Gemische  von  Blutserum  und  Seife  auf 
natives  Blut  und  auf  Blut  und  Amboceptor  zu  ermitteln,  wurden  zwei 
Reihen  angesetzt: 

Reihe  A  enthält  1  ccm  5-proz.  Rinderblut  -f-  0|Ö5  ccm  l-proi.  öl- 
saures  Natron  -f-  absteigende  Mengen  aktiven  Kaninchensermns. 

Reihe  B  enthält  außer  den  sub  A  genannten  Komponenten  noch  je 
0,015  ccm  Amboceptor. 

Das  Ergebnis  ist  aus  Tabelle  1  ersichtlich: 

Tabelle  1. 


Mengen  dee 

aktiven 
Kaninchen- 

Hämolyae  von  1  ccm  5-proz.  Binderblut 

durch  Gemische  von  Seife  und  aktivem 

Kaninchenserum 

seruma 
ccm 

A 
ohne  Amboceptor 

B 

mit  Amboceptor 

0,25 
0,15 
0,1 
0,05 
0,025 
0,015 
O.Ol 
0 

0 

0 

0 

0 
fast  komplett 
komplett 
»1 

M 

komplett 
f» 

»1 

?» 
wemg 

fast  komplett 
komplett 
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Die  Tabelle  zeigt  zunächst,  daß  Kaninchen  serum  die  durch 
ölsaures  Natron  bedingte  Hämolyse  in  hohem  Maße  auf- 
hebt. Diese  Hemmung  fehlt  bei  oberflächlicher  Betrachtung  scheinbar 
in  Reihe  B,  in  welcher  Aroboceptor  vorhanden  ist.  Aber  dieses 
Fehlen  der  antihämolytischen  Wirkung  ist  eben  offen- 
bar nur  ein  scheinbares.  Man  darf  nicht  übersehen,  daß 
das  aktive  Kaninchenserum  Komplemente  für  den  zur 
Verwendung  gelangenden  Amboceptor  enthält,  und  es 
entsteht  daher  die  Frage,  ob  die  in  B  zum  Ausdruck 
kommende  Hämolyse  ausschließlich  den  Komplementen 
des  Kaninchenserums  oder  auch  derGegenwart  der  Seife 
zuzuschreiben  ist.  Allerdings  scheint  die  letztere  Möglichkeit  von 
vornherein  wenig  Wahrscheinliches  für  sich  zu  haben.  Wie  aus  der  Tabelle 
zu  ersehen  ist,  wird  nämlich  die  Hämolyse  in  Reihe  B  durch  geringere 
Mengen  Kaninchenserums  ebenfalls,  wenn  auch  nur  in  mäßigem  Grade,  ge- 
hemmt, und  diese  antihämolytische  Wirkung  mußte  um  so  mehr  auffallen, 
als  beim  Fehlen  des  Amboceptors  in  Reihe  A  diese  geringen  Mengen  nicht 
mehr  im  stände  sind,  eine  Hemmungswirkung  zu  entfalten.  Andererseits 
sind  die  Versuchsbedingungen  in  A  und  B  insofern  different,  als  in  Reihe  B 
außer  dem  aktiven  Serum  noch  die  geringen  Mengen  des  den  Amboceptor 
enthaltenden  Serums  in  Betracht  kommen,  und  es  könnte  sich  daher 
immerhin  um  eine  Summation  hemmender  Funktionen  handeln. 

Aus  diesen  Gründen  schien  es  wünschenswert,  die  Versuchsanord- 
nung in  mehrfacher  Hinsicht  zu  variieren.  Zunächst  suchte  ich  die 
Komplemente  dadurch  auszuschalten,  daß  ich  das  Kaninchenserum  durch 
V2-stündiges  Erhitzen  auf  56®  inaktivierte.  Der  in  Tabelle  2  mitgeteilte 
Versuch  entspricht  durchaus  dem  in  Tabelle  1  notierten  und  weicht  nur 
darin  ab,  daß  das  gleiche  Kaninchenserum  vor  dem  Gebrauch  V2  Stunde 
auf  56  ^  erhitzt  war. 

Tabelle  2. 


Mensen  des 

inaktiven 

Kaninchen- 

Hämolyse  von  1  ccm  5-proz.  Binderblut 

durch  Gemische  von  Seife  und  inaktivem 

Kaninchenserum 

seroms 
ccm 

A 

ohne  Amboceptor 

B 

mit  Amboceptor 

0,25 
0,15 
0,1 
0,05 
0,025 
0,015 
0,01 
0 

0 

0 

0 
stark 
komplett 

ff 

ff 

ff 

0 

0 

0 

0 
mäßig 
stark 
komplett 

ff 

Wir  ersehen  also,  daß  die  hä'^olytische  Wirkung  der 
Gemische  in  Reihe  B  sofort  schw<indet,   wenn  das  Serum 
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inaktiviert  ist,  und  man  wird  daher  nicht  fehlgehen,  wenn  man 
die  in  Tabelle  1  wahrzunehmende  Hämolyse  auf  den  Komplement- 
gehalt  des  Kaninchenserums  bezieht  Die  Hemmung  des  inaktiven 
Serums  übertriflft  sogar  bei  Gegenwart  des  Amboceptors  noch  etwas 
die  bei  der  Hämolyse  von  nativem  Blut  in  Erscheinung  tretende,  and 
es  war  nunmehr  die  Frage  zu  beantworten,  ob  dafür  die  geringen,  den 
Amboceptor  enthaltenden  Serummengen  verantwortlich  wären.  Um  die 
letzteren  auszuschalten,  wurde  das  Rinderblut  in  der  Weise  präpariert 
daß  es  mit  Amboceptor  (im  Verhältnis :  1  ccm  5-proz.  Blut  -f-  0,015  cm 
Amboceptor)  eine  Stunde  lang  bei  37**  digeriert,  sodann  durch  Zentri- 
fugieren  und  Waschen  mit  physiologischer  Kochsalzlösung  von  den 
Serumspuren  befreit  und  schließlich  in  Kochsalzlösung  wieder  5  Proz. 
aufgeschwemmt  wurde.  Es  wurde  dann  gleichzeitig  derart  präpariertes 
und  natives  Rinderblut  verwandt,  um  den  Einfluß  des  Serums  auf  die 
Hämolyse  durch  ölsaures  Natron  festzustellen.  Gleichzeitig  wurde  die 
Hemmungserscheinung  auch  zeitlich  verfolgt,  indem  das  Resultat  nach 
1,  2  und  20  Stunden  notiert  wurde. 

Der  Versuch  bestand  aus  drei  Reihen: 

Reihe  A:  je  1  ccm  5-proz.  Rio derblut -f- 0,05  ccm  1-proz.  ölsaures 
Natron  -\-  absteigende  Mengen  aktiven  Kaninchenserums. 

Reihe  B:  je  1  ccm  5-proz.  präpariertes  Rinderblut  +  0,05  ccm 
1-proz.   ölsaures  Natron  -\-  absteigende  Mengen   aktiven  Kaninchensenims. 

Reihe  C :  je  i  ccm  5-proz.  präpariertes  Rinderblut  -j-  absteigende 
Mengen  aktiven  Kaninchenserums.     Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  3. 

Tabelle  3. 


8         G 

Eingetretene  Hämolyse 

Uli 

ccm 

Reihe  A 
nach 

Reihe  B 
nach 

BdheC 
nach 

1  Std. 

2  Std. 

20  Std. 

1  Std. 

2  Std. 

20  Std. 

1  Std. 

2  Std.  1 20  Std. 

0,25 
0,15 
0,1 
0,05 
0,025 
0,015 
0,01 
0 

Spur 

0 

0 

0 

0 

0 

0 
fastkplt. 

stark 
Spur 

0 

0 
mäßig 

fastkplt. 
kompl. 

stark 
Spur 

0 

0 
kompl. 

» 

kompl. 

fastkplt. 
mäßig 

0 

0 

0 

0 

kompL 

fastkplt. 

stark 

Spur 

0 

0 
stark 

kompl. 
>» 

fafltkplt 
Spur 

0 

0 
kompl. 

kompL 

fafitkplt 

stark 

Spur 

0 

0 

0 

kompl.kompL 
1»         " 

stark    fa.«t'kplt, 

wenig  mäßig 

Spur   |fc>pur 

0     '    0 

0     1    Ö 

Die  Tabelle  ist  in  mehrfacher  Hinsicht  charakteristisch.  Zunächst 
zeigt  sie  in  Reihe  A  wiederum  die  Hemmung  der  Seifen- 
hämolyse  durch  Blutserum.  Daß  in  den  ersten  Röhrchen  eine 
hämolytische  Wirkung  wahrzunehmen  ist,  dürfte  durch  den  Gehalt  des 
aktiven  Kaninchenserums  an  normalen  Amboceptoren  eine  hinreichende 
Erklärung  finden.  In  Reihe  B  ist  zwar  an  Stelle  der  in  A  vorhandenen 
Hemmung  Hämolyse   getreten,   aber  der  Grad  dieser  Hämolyse 
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ist  nicht  stärker,  ja  sogar  etwas  geringer,  als  in  Reihe  C, 
in  der  ausschließlich  die  Komplemente  des  Kaninchen- 
serums  als  hämolytisches  Agens  in  Betracht  kommen. 
Auf  eine  Aktivierung  unwirksamer  Gemische  von  Seife  und  Serum 
durch  Amboceptoren  im  Sinne  Noouchis  kann  also  auch  aus  diesem 
Versuch  nicht  geschlossen  werden.  Trotz  des  Präparierens  des  Blutes 
war  auch  hier  die  hemmende  Wirkung  des  Serums  auf  die  Seifen- 
hämolyse  bei  Amboceptorengegenwart  nicht  zu  vermeiden,  wie  sich  aus 
dem  unteren  Ende  der  Reihe  B  ergibt.  Dem  hohen  Grade  dieser 
Wirkung  steht  allerdings  ein  Umstand  gegenüber,  der  Beachtung  er- 
fordert. Vergleicht  man  nämlich  die  ohne  Serumzusatz  angesetzten 
Kontrollröhrchen  von  Reihe  A  und  B,  so  kann  man  nicht  verkennen, 
daß  die  Hämolyse  des  nativen  Blutes  durch  ölsaures  Natron  erheblich 
rascher  erfolgt,  als  diejenige  des  präparierten  Blutes.  Es  scheint  also 
die  Verankerung  des  Amboceptors  an  die  Blutzelle  bereits  an  und  für 
sich  eine  Verzögerung  der  durch  Seife  bedingten  hämolytischen  Reaktion 
herbeizuführen.  Bevor  wir  auf  diese  Verhältnisse  etwas  näher  eingehen, 
sei  bemerkt,  daß  man  ganz  analoge  Resultate  erhält,  wenn  man  statt 
des  aktiven  das  inaktivierte  Kaninchenserum  verwendet.  Nur  tritt  die 
Hemmung  unter  diesen  Umständen  noch  markanter  in  Erscheinung, 
wie  es  Tabelle  4  zeigt. 

Tabelle  4. 


MeDj^en  des 

inaktiven 

Kaninchen- 

eerams 

ccm 


0,25 
0,15 
0,1 
0,05 
0,025 
0,015 
0,01 
0 


Hämolvse  durch  0,05  ccm  l-proz.  ölsaures 
NatroD  +  absteigende  Mengen  inaktiven  Kaninchen- 
serums von 


1  ccm  5-proz.  Einderblut 


0 

0 

0 

0 
Spur 
mäßig 

fast  komplett 
komplett 


B 

1  ccm  5-proz.  präpariertes 
Rinderblut 


0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
stark 


Auch  hier  ist  zu  ersehen,  daß  das  präparierte  Blut  durch 
ölsaures  Natron  in  geringerem  Grade  gelöst  wird,  als  das 
native.  Bei  besonderer  Prüfung  zeigte  es  sich  nun  in  der  Tat,  daß 
das  präparierte  Blut  eine  gewisse  Resistenz  gegenüber  der  hämolytischen 
Wirkung  der  Seife  angenommen  hat,  die  besonders  bei  zeitlicher  Be- 
obachtung in  Erscheinung  tritt.  Die  Tabelle  5  (s.  p.  44)  gibt  darüber 
Aufschluß. 

Wie  diese  Resistenz  des  präparierten  Rinderblutes  gegenüber  der 
Seifenhämolyse  zu  erklären  ist,  muß  dahingestellt  bleiben.  Jeden- 
falls erscheint  dieser  Befund  insofern  bedeutungsvoll. 
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Tabelle  5. 


Mengen  der 
1-proz.  Löfiung  von 

Hämolytische  Wirkung  des  Ölsäuren  Natrons  auf 

A 

ß 

ölsaorem  Natron 

1  ccm  5-proz.  natives  Rinderblut 

1  ccm  5-pro2.  prapanertes  Bindefbhxt 

ccm 

nach  2  Std.      nach  20  Std. 

nach  2  Std.          nach  20  8td. 

1,0 

komplett 

komplett 

komplett 

komplett 

0,5 

ff 

1» 

11 

n 

0^5 

ff 

1 

fast  komplett 

n 

.    0,15 

11 

1 

91             n 

», 

0.1 

11 

1 

Stark 

ti 

0,05 

}i 

• 

0 

Stark 

0,025 

0 

Spürchen 

0 

Spih-chen 

0,015 

0 

0 

0 

0 

0,01 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

( 

3 

0 

0 

als  sich  aus  ihm  berechtigte  Zweifel  an  der  Identität 
von  Komplementen  und  Seifen  ergeben.  Auch  sonst  konntai 
die  vorliegenden  Versuche  die  Angaben  Noguchis  über  das  Zusammen- 
wirken von  Seife  und  Blutserum  nicht  bestätigen.  Da  sie  aus  äußere 
Gründen  abgeschlossen  werden  mußten,  können  natürlich  keine  weit- 
gehenden Schlußfolgerungen  aus  ihnen  gezogen  werden.  Es  wäre  ja 
denkbar,  daß  bei  den  Variationen  der  Versuchsanordnung,  deren  Mög- 
lichkeiten zahlreich  sind,  mit  Nogüchi  übereinstimmende  Ergebnisse 
erzielt  werden.  Die  mitgeteilten  Befunde  sind  jedenfalls  geeignet,  zur 
Vorsicht  in  der  Deutung  zu  mahnen,  und  man  darf  mit  um  so  größerem 
Interesse  der  Mitteilung  der  ausführlichem  VeßuchsprotokoUe  Noguchis 
entgegensehen. 

II.    Die  Wirkung  von  Alkali  und  Säure  auf  die 
Komplemente. 

In  der  schon  erwähnten  Arbeit  gibt  v.  Liebermann  ^)  an,  daß 
es  gelingt,  hämolytische  Sera  durch  Zusatz  von  Alkali  derart  zu  inak- 
tivieren, daß  sie  bei  Neutralisation  der  verwendeten  Alkalimenge  wieder 
aktiv  werden.  Diese  Befunde  stehen  in  einem  gewissen  Gegensatz  zn 
bekannten  Erfahrungen  ^),  nach  denen  Alkalien  in  dem  Sinne  schädigend 
auf  die  Komplemente  wirken,  daß  letztere  ihre  hämolytische  Funktion 
einbüßen.  Offenbar  hängt  das  erhaltene  Resultat  wesentlich  von  der 
verwendeten  Alkalimenge  ab,  und  es  erschien  mir  daher  wünschens- 
wert, die  quantitativen  Verhältnisse  der  Alkaliwirkung  etwas  näher  zu 
untersuchen- 

Zu  den  Versuchen  diente  Normal-Natronlauge.  Bekanntlich  wirken 
die  Alkahen  an  und  für  sich  in  größeren  Mengen  als  hämolytische 
Gifte,  und  man  muß  daher  bei  Beurteilung  der  Versuchsergebnisse  eine 

1)  Liebermann,  L.  v.,  1.  c. 

2)  Cf.  Ehelich,  P.  und  Sachs,  H.,  Ueber  die  Vielheit  der  Komplemente 
des  Serums.     Berl.  klin.  Wochenschr.,  1902,  No.  14  u.  15. 
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et\¥a  durch  Natronlauge  bedingte  Hämolyse  in  Berücksichtigung  ziehen. 
Als  Blut  diente  1  ccm  5-proz.  Rinderblut,  als  Amboceptor  0,015  ccm 
des  auch  zu  den  vorangehenden  Versuchen  benutzten  Immunserums, 
als  Komplement  frisches  Meerschweinchenserum.  Um  einen  Einblick 
in  die  Wirkung  der  Natronlange  auf  das  Komplement  zu  erhalten, 
wurde  folgendermaßen  verfahren. 

Absteigende  Mengen  n.  NaOH  (mit  physiologischer  Kochsalzlösung 
verdünnt  und  auf  gleiches  Volumen  gebracht)  wurden  mit  je  0,05  ccm 
(Vg- 0,1)  Meerschweinchenserum  (2 — 3faches  Multiplum  der  komplett  lösen- 
den Dose)  2  Stunden  lang  im  Eisschrank  digeriert.  Zwei  gleiche  derartige 
Bleiben  wurden  angesetzt: 

Bei  he  A:  erhielt  dann  Zusatz  von  je  0,5  ccm  0,85-proz.  Kochsalz- 
lösung -f-  0,015  ccm  Amboceptor  -(-  1  ccm  5-proz.  Rinderblut. 

Zu  Reihe  B  wurden  absteigende  Mengen  (Volumen  0,5  ccm)  n.  Salz- 
säure zugefügt,  die  den  vorher  verwandten  Natronlaugemengen  äquivalent 
waren.     Außerdem  je  0,015  ccm  Amboceptor  +  1  ccm  5-proz.  Rinder blut. 

Die  eingetretene  Hämolyse  wurde  nach  lY^'und  20  Stunden  notiert 
(cf.   Tabelle  6). 

Tabelle  6. 


Eingetretene  Hämolyse 


Mengen  der 
n.  NaOH 

Reihe  A 

Reihe  B 

na 

20  Std. 

nach 

ccm 

IV,  Std. 

VI,  ötd. 

20  Std. 

^    n.  0^ 

0 

0 

0 

S'^ 

0 

1» 

0 

Spürchen 

0,35 

0 

wenig 

0 

Spur 

0,3 

0 

it 

Spur 

stark 

jh  n.  0,5 

0 

>» 

komplett 

komplett 

0,45 

0 

ti 

>» 

i} 

0,4 

Spur 

mäßig 
komplett 

» 

» 

0,35  ,  komplett 

* 

11 

Oß 

17 

)} 

» 

V 

0,25 

t} 

»» 

y 

ii 

0,2 
0 

>l 

>> 

i 

It 

>l 

11 

> 

» 

Das  Versuchsresultat,  welches  sich  aus  der  Tabelle  ergibt,  ist  be- 
sonders nach  1 V« -stündiger  Beobachtung  sehr  eklatant.  In  beiden  Reihen 
sehen  wir,  daß  größere  Mengen  der  Natronlauge  die  Komple- 
mentwirkung  aufgehoben  haben,  und  zwar  ist  das  Komple- 
ment dauernd  inaktiviert,  da  es(ReiheB)  auch  nach  dem 
Neutralisieren  mitSalzsäure  nicht  wieder  wirksam  wird. 
Auffallend  ist  übrigens  das  gänzliche  Ausbleiben  der  Hämolyse  in  den 
ersten  Röhrchen  der  Reihe  A  insofern,  als  die  darin  enthaltenen  Natron- 
laugemengen zur  hämolytischen  Wirkung  genügen.  Augenscheinlich 
wird  aber  durch  die  gleichzeitige  Gegenwart  des  Blutserums  die  Natron- 
laugehämolyse  gehemmt,  wohl  durch  Reaktionen,  welche  sich  zwischen 
den  Eiweißstoffen  und  Alkalien  abspielen.  Nach  längerer  Zeit  (20  Stunden) 
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ist  auch  eine  hämolytische  Wirkung  zu  bemerken,  die  wir  auf  die  al- 
kalische Reaktion  des  Mediums  beziehen  müssen,  die  aber  doch  den 
Grad  der  unter  sonst  gleichen  Bedingungen  beim  Fehlen  des  Serams 
eintretenden  Hämolyse  nicht  erreicht.  Sehr  markant  wird  nun  der 
Unterschied  zwischen  Reihe  A  und  B,  wenn  wir  diejenigen  Glieder  der 
Reihe,  welche  mittlere  Alkalimengen  (xJ^  n.  0,5—0,4  ccm  NaOH)  ent- 
halten, betrachten.  Während  hier  in  Reihe  A  unter  dem  Ein- 
fluß der  schwach  alkalischen  Reaktion  die  Komplement- 
wirkung aufgehoben  ist,  tritt  sie  nach  dem  Neutralisieren 
in  Reihe  B  wieder  in  vollem  Umfange  in  Erscheinung. 
Es  bestehen  also  in  dieser  Zone  solche  Verhältnisse,  wie  sie  durch 
V.  Liebermann  beschrieben  worden  sind.  Bei  einer  gewissen  Konzen- 
tration von  NaOH  ist  das  Komplement  unwirksam,  wird  aber  durch 
genaues  Neutralisieren  wieder  aktiviert  Während  also  Alkali  in  großen 
Mengen  die  Komplemente  zerstört,  resp.  dauernd  inaktiviert,  bedingt 
es  in  geringerer  Konzentration  eine  Inaktivierung  des  Komplements, 
welche  reversibel  ist.  Das  derart  inaktivierte  Komplement  kann  in  B^ 
stätigung  der  Angaben  von  Liebermanns  wieder  zu  der  wirksamen 
Form  restituiert  werden. 

Es  fragte  sich  nun,  wie  sich  die  Komplemente  bei  der  Einwirkung 
von  Salzsäure  verhalten.  Schon  Ehrlich  und  Morgenroth  ^)  hatten 
beobachtet,  daß  Salzsäure  die  Komplemente  dauernd  inaktiviert  Immer- 
hin war  aber  die  Möglichkeit  gegeben,  daß  bei  einer  geeigneten  Säure- 
konzentration, ebenso  wie  bei  der  Natronlaugewirkung,  die  Inaktivierung 
ein  reversibler  Vorgang  ist.   Ich  verfuhr  daher  in  ganz  analoger  Weise. 

Absteigende  Mengen  Normal  -  Salzsäure  wurden  mit  je  0,05  ccni 
(^/j-0,1)  Meerschweinchenserum  2  Stunden  lang  im  Eisschrank  digeriert, 
in  zwei  gleichen  Reihen : 

Eeihe  A:  erhielt  dann  Zusatz  von  je  0,5  ccm  0,86-proz.  Kochsak- 
lösung  +  0,015  ccm  Amboceptor  +  1  ccm  5-proz.  Binderblut. 

Zu  Reihe  B  wurden  absteigende  Mengen  Normal-Natronlauge  zu- 
gefügt, die  den  vorher  verwandten  Säuremengen  äquivalent  waren.  Außer- 
dem: je  0,015  ccm  Amboceptor  +  1  ccm  5-proz.  Rinderblut. 

Die  eingetretene  Hämolyse  zeigt  Tabelle  7. 

Tabelle  7. 


Mengen  der 
n.  HCl 

Eingetretene  Hämolyse 

ccm 

Reihe  A 

Reihe  B 

z^    n.  0,3') 
0,3 

tJö  n.  0,5 
0,45 
0,4 
0,35 

0 

0 

0 
Spur 
stark 
komplett 

0 

0 

0 
Spur 
stark 
komplett 

1)  Ehrlich,  P.  und  Morgenroth,  J.,  Ueber  Hämolysine.  11.  Mitteilg. 
Berl.  klin.  Wochenschr.,  1899,  No.  22. 
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Aus  Tabelle  7  ergibt  sich,  daß  Salzsäure  ebenso  wie  Natronlauge 
das  Komplement  inaktiviert  Die  Wirkung  der  Salzsäure  unter- 
scheidet sich  aber  insofern  von  derjenigen  der  Natron- 
lauge, als  eine  Restitution  des  Komplements  durch  Neu- 
tralisieren auch  bei  mäßigem  Säuregrade  nicht  gelingt. 

III.    lieber  das  Verhalten  der  Komplemente  bei  der 

Dialyse. 

Die  folgenden  Untersuchungen  schließen  sich  unmittelbar  an  Ver- 
suchsergebnisse von  Brand  ^)  an,  über  welche  vor  kurzem  berichtet 
wurde.  Brand  konnte  zunächst  das  von  Ferrata*)  unter  Morgen- 
Roths  Leitung  entdeckte  Phänomen  bestätigen,  daß  nämlich  bei  der 
Dialyse  des  Meerschweinchenserums  das  hämolytische  Komplement  in 
zwei  Komponenten  zerfällt,  von  denen  die  eine  in  dem  bei  der  Dialyse 
ausfallenden  Globulinniederschlag,  die  andere  in  der  Flüssigkeit  ent- 
halten ist.  Jede  dieser  Komponenten  ist  an  und 
für  sich  unwirksam,  ihre  Vereinigung  in  salzhal-  ^^ 

tiger  Lösung  führt  zur  Wiederherstellung  des  wirk-  Hi      \k 

samen  Komplementes.    In  Verfolg  dieser  wichtigen  \H/..-/w/ 

Tatsachen  konnte  Brand  feststellen,  daß  von  den 
amboceptorbeladenen   Blutzellen   lediglich  die  im 

Figur  1.  Schema  der  Eomplementwirkung 
nach  Bband.  r  =■  Receptor  der  Blutzelie;  a  =  Ambo- 
ceptor;  m  =  Mittelstück;  e  =  Endstück;  k^==  m  -\-  e:  Kom- 
plement. 

Sediment  enthaltene  Komponente  gebunden  wird,  die  Komponente  des 
Abgusses  dagegen  in  keinen  Beziehungen  zu  dem  Komplex  „Receptor — 
Amboceptor^  steht.  Es  lag  daher  nahe  anzunehmen,  daß  die  Beziehungen 
zwischen  den  beiden  Komponenten  analoge  sind,  wie  diejenigen  zwischen 
Amboceptor  und  Komplement  nach  der  Amboceptortheorie,  und  auf 
Grund  dieser  Anschauung  wurde  die  Sedimentkomponente  „Mittel- 
st ück^,  die  Abgußkomponente  „Endstück^  benannt. 

Die  Wirkung  des  Komplementes  kann  man  sich  daher,  unter  Be- 
rücksichtigung der  von  Ferrata  und  Brand  erhobenen  Befunde  im 
Sinne  der  obigen,  der  Arbeit  von  Brand  entnommenen  schematischen 
Darstellung  vorstellen  (s.  Fig.  1). 

Brand  berichtet  femer  über  ein  sehr  eigenartiges  Verhalten  des 
Mittelstückes.    Während   es  nämlich  in  Wasser  aufgeschwemmt,  seine 

1)  Brand,  E.,  lieber  das  Verhalten  der  Komplemente  bei  der  Dialyse. 
Berl.  klin.  Wochenschr.,  1907,  No.  34. 

2)  Ferbata,  A.,  Die  Unwirksamkeit  der  komplexen  Hämolysine  in 
salzfreien  Lösungen  und  ihre  Ursache.  Berl.  klin.  Wochenschr.,  1907, 
No.  13. 
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Fähigkeit  durch  das  Endstück  zom  wirksamen  Komplement  restitoiert 
zo  werden,  bewahrt,  büßt  es  dieselbe  in  physiologischer  Kochsalzlösang 
rasch  ein.  Aber  es  gelingt  im  letzteren  Falle,  die  volle  Komplement- 
Wirkung  zu  erhalten,  wenn  man  das  in  Kochsalzlösung  aufbewahrte 
Mittelstück  isoliert  an  die  amboceptorbeladenen  Blutzöllen  binden  läür 
und  erst  zu  den  durch  Zentrifugieren  erhaltenen  Blutsedimenten  das 
Endstück  fügt. 

Es  schien  von  großem  Interesse  zu  sein,  in  die  Ursachen,  welche 
der  eigentümlichen  Veränderung  des  Mittelstückes  in  physiologischer 
Kochsalzlösung  zu  Grunde  liegen,  einen  näheren  Einblick  zu  erhalten. 
Meine  Versucbsanordnung  schließt  sich  eng  an  diejenige  von  6ra>'d 
an.  Als  Blut  diente  je  1  ccm  einer  5-proz.  Aufschwemmung  von  Rinder- 
blut (serumfrei  gewaschen)  in  physiologischer  Kochsalzlösung,  als  Ämbo- 
ceptor  das  inaktivierte  Serum  eines  mit  Rinderblut  vorbehandelten 
Kaninchens,  von  welchem  0,0015  ccm  genügten,  um  1  ccm  5-proL 
Rinderblut  unter  Mitwirkung  von  0,1  ccm  Meerschweinchensenim  als 
Komplement  komplett  zu  lösen.  Als  Komplement  wurde  stets  Meer- 
schweinchenserum verwandt.  Die  Dialyse,  welche  in  Fischblasen  vor- 
genommen wurde,  erfolgte  gegen  fließendes  Leitungswasser  24  Stunden 
lang.  Das  Volumen  des  Meerschweinchenserums  war  dabei  in  der 
Regel  um  20  Proz.  gestiegen  (von  15,0  auf  18,0  ccm).  Zuweilen  wurde 
von  dem  erhaltenen  Gesamtdialysat  ein  kleiner  Teil  zur  Prüfung  auf 
hämolytische  Wirkung  entnommen.  Im  übrigen  geschah  die  Verarbei- 
tung in  der  Weise,  daß  die  das  Endstück  enthaltende  Fl üssi^eitdnrdi 
Zentrifugieren  und  Filtrieren  geklärt  wurde.  Dieser  Abguß  wird  mit 
A  bezeichnet.  Das  Sediment  wurde  wiederholt  mit  destilliertem  Wasser 
gewaschen  und  schließlich  auf  das  entsprechende  Volumen  des  Gesamt- 
dialysats  mit  Wasser  aufgefüllt.  Sollte  das  Sediment  in  verschiedenen 
Medien  aufbewahrt  werden,  so  wurden  abgemessene  Teile  der  Auf- 
schwemmung in  Wasser  nochmals  zentrifu giert  und  die  Niederschläge 
mit  der  betreffenden  Flüssigkeit  (Wasser,  0,85-proz.  Kochsaklösung. 
7,8-proz.  Rohrzuckerlösung)  auf  das  Ausgangsvolumen  aufgefüllt 

Wir  bezeichnen  mit: 

B:  das  in  Kochsalzlösung  aufgenommene  Sediment; 

C:  das  in  Wasser  aufgenommene  Sediment; 

D:  das  in  7,8-proz.  Rohrzuckerlösung  aufgenommene  Sediment 

Das  durch  Kochsalzlösung  alterierte  Mittelstück  (B)  wird  in  folgen- 
dem kurz  ^Kochsalzmittelstück"  benannt. 

Zur  Prüfung  gelangten  meist  5-fache  Verdünnungen  der  Materialien 
in  physiologischer  Kochsalzlösung,  die  unmittelbar  vor  Gebrauch  her- 
gestellt wurden.  Kamen  Mischungen  von  Mittelstück  und  Endstück 
zur  Verwendung,  so  wurde  je  1  Teil  der  beiden  Komponenten  in 
3  Teilen  physiologischer  Kochsalzlösung  aufgenommen. 

Zunächst  suchte  ich  mich  davon  zu  überzeugen,  ob  das  Mittelstück 
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auch  dann  in  un geänderter  Weise  wirkt,  wenn  das  bei  der  Dialyse  erhaltene 
Sediment  in  isotonischer  (7,8-proz.)  Rohrzuckerlösung  aufbewahrt  wird. 
Das  ist  in  der  Tat  der  Fall.  Rohrzuckerlösung  und  Wasser 
verhalten  sich  in  Bezug  auf  die  Konservierung  des  Mittel - 
Stückes  ganz  analog,  während  Kochsalzlösung  die  schon  erörterte 
Alteration  bedingt.  Schon  Brai^d  hat  darauf  hingewiesen,  daß  diese 
Labilität  des  Mittelstflckes  in  Kochsalzlösung  dafür  spricht,  daß  im 
Blutserum  Mittelstück  und  Endstück  zum  wirksamen  Komplement  ver- 
einigt sind.  Denn  im  Blutserum  sind  ja  durch  den  Salzgehalt  die  Be- 
dingungen gegeben,  welche  zu  einer  raschen  Unwirksamkeit  des  freien 
Mittelstückes  führen  müßten.  Demgegenüber  könnte  man  allerdings 
einwenden,  daß  die  bei  der  Dialyse  erhaltenen  Serumkomponenten 
vielleicht  überhaupt  nicht  mit  den  im  nativen  Serum  bestehenden  Ver- 
hältnissen in  Parallele  gesetzt  werden  dürfen.  Es  schien  daher  wünschens- 
wert, noch  festzustellen,  wie  sich  dialysiertes  Serum  in  seiner  Gesamt- 
heit gegenüber  dem  Einfluß  des  Salzes  verhält.  Ich  verfuhr  folgender- 
maßen: 

Meerschweinchenserum  wurde  24  Stunden  lang  dialysiert.  Sodann 
wurden  je  1,5  ccm  des  gut  durchgeschüttelten  Gesamtdialysats  ent- 
nommen. 

Probe  I  wurde  mit  0,15  ccm  Wasser, 

Probe  II  mit  0,15  ccm  einer  10-proz.  Kochsalzlösung  (entsprechend 
einem  Salzgehalt  von  0,91  Proz.)  versetzt. 

Von  beiden  Proben  wurde  die  aktivierende  Wirkung  auf  1  ccm 
5-proz.  Rinderblat  -j-  0,015  ccm  Amboceptor  (ca.  10  lösende  Dosen  er- 
mittelt und  zwar  sofort  nach  der  Gewinnung  und  nach  24-stündigem 
Lagern.  Zur  Anwendung  gelaugten  5-fache  Verdünnungen  der  beiden 
Proben  in  physiologischer  Kochsalzlösung. 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  8. 

Tabelle  8. 


Hämolyee  von  1  ccm  5-proz.  ßinderblut  +  0,015  ccm  Amboceptor  durch 

Mengen  des 
Dialysats 

I. 
dialysiertes  Meerschweinchen- 
serum 

IL 

dialysiertes  und  wieder  besalzenes 

Meerschweincheoserum 

CODI 

sofort 

nach  24  Std. 

sofort 

nach  24  Std. 

0^ 
0,1 
0,05 
0,03 
0,02 
0,01 
0,005 
0 

komplett 

.1 

1) 
fast  komplett 
stark 
wenig 
Spur 
0 

komplett 
» 

fast  komplett 
stark 
mäßig 
Spur 
0 

komplett 
>♦ 

fast  komplett 
mäßig 
Spur 
0 

komplett 

»» 

stark 
mäßig 
Spur 
0 

Sieht  man  von  äußerst  geringfügigen  Differenzen,  die  wohl  durch 
die  Grenzen  der  Methodik  bedingt  sind,  ab,  so  ergibt  sich  aus  der 
Tabelle  eine  gute  üebereinstimmung  der  hämolytischen 
Wirkung  in  allen   vier  Reihen.     Das  besalzene  Gesamt- 

Ehrlich,  Arbeiten  m.  4 
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dialysat  hat  sich  also  ebenso  stabil  erwiesen,  wie  das 
salzfreie,  und  man  kann  daraus  schließen,  daß  sich  einerseits  die 
Verhältnisse  im  nativen  und  dialysierten  Serum  durchaus  entsprechen, 
und  daß  andererseits  auch  die  durch  Dialyse  getrennten  Komponenten 
sich  bei  Gegenwart  von  Salz  wieder  zum  wirksamen  Komplement  ver- 
einigen, ohne  daß  es  dazu  erst  der  Bindung  des  MittelstQcks  an  die 
amboceptorbeladene  Zelle  bedarf. 

Meine  weiteren  Studien  waren  zujiächst  der  Frage  gewidmet, 
welcher  Art  die  Veränderung  des  Mittelstücks  in  physiologischer  Koch- 
salzlösung ist.  Nach  der  bereits  durch  Brand  entdeckten  Tatsache, 
daß  das  Kochsalzmittel  stück  untauglich  zur  Hämolyse  im  direkten 
Mischungsversuch  ist,  aber  noch  zur  Wirkung  gelangt,  wenn  es  iso- 
liert an  die  amboceptorbeladene  Blutzelle  gebunden  wird,  hätte  man 
glauben  können,  daß  es  sich  um  eine  antagonistische  Wirkung  handele. 
welche  gegen  das  Endstück  gerichtet  ist,  und  deren  Träger  durch  die 
vorherige  Bindung  des  Mittelstückes  an  den  Amboceptor  und  das  Ent- 
fernen der  Zwischenfiüssigkeit  eliminiert  wird.  Allerdings  kann  mas 
sich  das  Entstehen  eines  solchen  neuartigen  Körpers  nur  schwer  vor- 
stellen, und  das  Experiment  zeigte  auch,  daß  diese  Annahme  nicht  zu- 
treffend sein  dürfte.  Unterläßt  man  nämlich  das  Entfernen  der  Zwischen- 
fiüssigkeit nach  der  Verankerung  des  in  Kochsalzlösung  aufbewahneL 
Mittelstückes  an  die  amboceptorbeladene  Blutzelle,  so  tritt  nach  Zu- 
satz des  Endstückes  ebenfalls  Hämolyse  ein.  Der  entsprechende  Ver- 
such wurde  in  folgender  Weise  ausgeführt: 

Meerschweinchenserum  wurde  24  Stunden  lang  dialysiert,  sodann 
Abguß  (A)  und  Sediment  in  der  üblichen  Weise  gewonnen,  letzteres  in 
physiologischer  Kochsalzlösung  aufgenommen  (B).  Nach  24>staD(iigein 
Lagern    von  A  und  B    wurden    die   folgenden  Versuchsreihen    ausgeführt: 

Reihe  I:  1  ccin  5-proz.  präpariertes i)  (0,016  ccm  Amboceptor)  Rinder- 
blut  +  absteigende  Mengen  einer  5-fachen  Verdünnung  von  A  +  B. 

Reihe  II:  1  ccm  5-proz.  präpariertes  Rinderblut  -|-  absteigenie 
Mengen  B  (5-fache  Verdünnung)  bleiben  1  Stunde  bei  37  *,  dann  zeLtri- 
fugieren,  zu  den  Sedimenten  werden  entsprechende  absteigende  Mengen  A 
gefügt  (Gesamtvolumen  2  ccm). 

Reihe  III:  Sedimente  von  je  1  ccm  präparierten  5-proz.  Rinderblar 
-}-  absteigende  Mengen  B  werden  1  Stunde  bei  37  ^  gehalten,  sodanc 
wird  direkt  A  in  entsprechenden  Mengen  zugesetzt. 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  9. 

Aus  der  Tabelle  ergibt  sich,  daß  es  durchaus  nicht  not- 
wendig   ist,    die    das    Kochsalzmittelstück    enthaltende 

1)  Das  Präparieren  wurde  in  der  Weise  vorgenommen,  daß  Blut  mit 
Amboceptor  in  entsprechendem  Verhältnis  1  Stunde  bei  37®  digeriert 
wurde.  Sodann  wurde  die  Zwischenfiüssigkeit  durch  Zentrifugieren  ubiI 
Waschen  ent lernt  und  das  Blut  wieder  6-proz.  in  physiologischer  Koch- 
salzlösung aufgenommen. 
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Tabelle  9. 


Mengen  der  5-fachen 
Verdünnungen 

Eingetretene  Hämolyse 

ccm 

Reihe  1 

Reihe  II     |    Reihe  III 

1,0 
0,5 
0,25 
0,15 
0,1 
0.05 
0,025 
0 

Spur 
Spürchen 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

komplett 
»» 

fast  komplett 

stark 

Spur 

0 

0 

komplett 
tt 

fast  komplett 
stark 
wenig 
Spürchen 
0 

Flüssigkeit  nach  der  Bindung  des  Mittelstückes  an  das 
amboceptorbeladene  Blut  zu  entfernen,  um  eine  Hä- 
molyse  durch  das  Endstück  zu  erzielen.  Die  Annahme,  daß 
in  dem  in  Kochsalzlösung  aufbewahrten  Sediment  neben  dem  Mittel- 
stück noch  ein  zweiter  Stoff,  welcher  die  Wirkung  des  Endstückes 
hemmt,  wirkt,  verliert  dadurch  bereits  sehr  an  Wahrscheinlichkeit. 

Gleichwohl  erwies  sich  das  in  Kochsalzlösung  aufbewahrte  Sedi- 
ment geeignet,  die  Hämolyse  durch  wirksames  Komplement  —  natives 
Meerschweinchenserum  —  zu  hemmen,  eine  Hemmung,  die  durch  das 
in  Wasser  aufgenommene  Mittelstück  natürlich  niemals  zu  erzielen  ist 
In  gleicher  Weise  wirkte  das  Kochsalzsediment  auch  antilytisch  gegen- 
über der  kombinierten  Wirkung  von  Endstück  und  Mittelstück  (A  +  C). 
Es  zeigte  sich  hier  das  eigenartige  Verhalten,  daß  die  durch  das  Koch- 
salzsediment verursachte  Hemmung  erheblich  markanter  in  Erschei- 
nung tritt,  wenn  Kochsalzsediment  (B)  mit  A  +  C  gleichzeitig  digeriert 
wird,  als  wenn  es  zunächst  mit  dem  Endstück  (A)  allein  digeriert  ist 
und  erst  später  der  Zusatz  des  wirksamen  Mittelstückes  (C)  erfolgt. 
Ich  lasse  einen  entsprechenden  Versuch  folgen: 

Es  werden  zwei  Beihen  angesetzt: 

Reihe  I.  Mischungen  von  absteigenden  Mengen  Kochsalzsediment 
(B)  und  gleichen  Mengen  (0,04  ccm)  Endstück  werden  ^2  Stunde  bei  37® 
digeriert,  sodann  erfolgt  Zusatz  von  je  0,04  ccm  Mittelstück  (C)  +  0,015  ccm 
Amboceptor  -[-  1  c^na  5-proz.  Rinderblut. 

Reihe  IL  Absteigende  Mengen  Kochsalzsediment  (B)  +  0,04  ccm 
A  -\-  0,04  ccm  C  werden  ^jj  Stunde  bei  37  ®  digeriert,  sodann  Zusatz  von 
0,015  ccm  Amboceptor  +  1  ccm  5-proz.  Rinderblut. 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  10  (s.  p.  52). 

Dieser  Versuch  zeigt  also,  daß  die  durch  das  Kochsalz- 
sediment bedingte  Hemmung  erheblich  intensiver  ist, 
wenn  alle  3  Komponenten  (A,  B  und  C)  vor  dem  Blut-  und 
Amboceptorzusatz  gemischt  werden,  als  wenn  das  Koch- 
salzsediment nur  mit  dem  Endstück  A  digeriert  wird 
und    der    Zusatz    des    wirksamen    Mittelstücks    (C)    erst 

später  erfolgt    Die  Erklärung  für  dieses  Verhalten  ist  wohl  darin 

4* 
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Tabelle  10. 


Mengen  von 

Eingetretene  Hämolyse 

ccm 

Keihel 

Reiheil 

0,2 
0,1 
0,05 
0,03 
0,02 
0,01 
0,005 
0 

mäßig 
stark 

fast  komplett 
»>         »» 

komplett 
1) 

0 

0 

0 
Spur 
mäßig 
stark 

fast  komplett 
komplett 

ZU  Sachen,  daß  im  ersten  Falle  das  Mittelstück  G  eine  Zeitlang  bei  37  ^ 
in  Kochsalzlösung  gehalten  wird.  An  und  für  sich  ist  darin  allerdiDirs 
keine  Ursache  für  die  Inaktivität  gegeben,  da  ja  gleichzeitig  das  End- 
stück A  vorhanden  ist,  und  die  Kontrolle  in  Reibe  II  zeigt  ja  aucL 
daß  Hämolyse  eintritt,  wenn  Endstück  und  Mittelstück  gleichzeitig  h 
Kochsalzlösung  digeriert  werden.  Diese  Tatsache  steht  im  Einklang 
mit  dem  bereits  mitgeteilten  Befund,  daß  Gemische  von  Endstück  aoii 
Mittelstück,  resp.  die  Gesamtdialysate  in  Kochsalzlösung  haltbar  sind. 
Wenn  nun  andererseits  die  gleichzeitige  Gegenwart  des  Kochsalzmittel- 
stücks B  Gemische  von  Endstück  und  Mittelstück  unwirksam  macki, 
so  liegt  die  Annahme  nahe,  daß  das  Mittelstück  in  Kochsalzlösung  derart 
alteriert  wird,  daß  es  eine  höhere  Avidität  zum  Endstück  erhält,  mit 
anderen  Worten,  daß  das  Kochsalzmittelstück  eine  größere 
Verwandtschaft  zum  Endstück  besitzt,  als  das  native 
(in  Wasser  aufbewahrte)  Mittelstück.  Wenn  dem  so  ist  so 
wird  in  der  Tat  das  Ergebnis  der  Tabelle  10  verständlich.  In  Reihe  II 
wird  dann  nämlich  das  Endstück  durch  das  Kochsalzmittelstück  ge 
bunden,  das  Mittelstück  0  bleibt  auf  diese  Weise  frei  in  KochsalzlösuGi' 
und  geht  daher  die  bekannte  Veränderung  ein.  Es  wird  selbst  hemmend 
und  verstärkt  die  antilytische  Wirkung  des  Kochsalzmittelstflcks.  lo 
Reihe  I  liegen  die  Bedingungen  insofern  andersartig,  als  hier  das  Koch- 
salzmittelstück zunächst  nur  mit  dem  Endstück  digeriert  ist  Das 
erst  nachträglich  zugefügte  Mittelstück  0  ist  in  voller  Wirksamkeit 
vorhanden  und  kann  noch  geringe  frei  gebliebene  Mengen  des  Endstücks 
zur  Wirkung  bringen,  so  daß  die  Hemmung  der  Hämolyse,  ^enn 
auch  ausgesprochen,  nicht  den  hohen  Grad  erreicht 

Was  nun  das  Verhalten  des  Kochsalzmittelstücks  bezüghch  der 
Hämolyse  anlangt  so  darf  ich  daran  erinnern,  daß  amboceptorbeladenes 
Blut  durch  ein  Gemisch  von  Endstück  und  Kochsalzmittelstück  nicht  ge* 
löst  wird,  aber  noch  der  Hämolyse  anheimfällt,  wenn  die  beiden  Kompo- 
nenten successive  zugesetzt  werden.  Von  der  erörterten  Auffassung  aus- 
gehend, daß  das  Kochsalzmittelstück  mit  dem  Endstück  besonders  avide 
reagiert,    müssen   wir  nun   weiter  folgern,   daß  die  Verbindung  Jnd- 
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stück— Kochsalzmittelstück**  ihre  Reaktionsfähigkeit  mit  der  amboceptor- 
beladenen  Zelle  eingebüßt  hat,  während,  wie  wir  wissen,  das  freie 
Kochsalzmittelstück  von  der  amboceptorbeladenen  Blutzelle  noch  ge- 
bunden wird.  Derartige  Beeinflussungen  der  Reaktionsfähigkeit  einer 
Gruppe  durch  die  Besetzung  einer  anderen  sind  ja  in  der  Immunitäts- 
forschung zahlreich  bekannt.  Es  sei  besonders  an  die  vielfach  bei  den 
Amboceptoren  beobachteten  Erscheinungen  dieser  Art  erinnert  So 
berichten  z.  B.  Ehrlich  und  Marshall  ^)  über  Aviditätssteigerungen, 
Ehrlich  and  Sachs*)  über  Aviditätsverschiebungen  im  negativen 
Sinne,  welche  durch  die  Besetzung  anderer  komplementophiler  Ambo- 
ceptorgruppen  vermittelt  werden. 


Fig.  2. 
+  .  +    + 


Fig.  4. 


+  +. 


+    +  + 

Fig.  3. 


+    + 


Fig.  2.  Veränderung  des  Mittelstücks  in  K  ochsalzlöeung. 
C  =  natives  Mittelstück;  B  =  Kochsalzmitteistück. 

Fig.  3.  Verbindungen  von  Mittelstück  und  Endstück.  J.  =  End- 
stück; p  ==  natives  Mittelstück;  B  =  Kochsalzmitteistück. 

Fig.  4.  Verhalten  des  Mittelstücks  nach  der  Verankerung  an  die 
amboceptorbeladene  Biutzelle.  r  =  Receptor  der  Blutzelle;  a  =  Amboceptor; 
C  =  Datives  Mittelstück;  B  =  Kochsalzmitteistück. 

Die  Veränderungen,  denen  das  Mittelstück  in  Kochsalzlösung  unter- 
liegt, kann  man  sich  danach  folgendermaßen  vorstellen:  Die  Avidität 
des  Mittelstticks  zum  Endstück  wird  durch  den  Aufenthalt  in  Kochsalz- 
lösung erhöht,  und  durch  die  Reaktion  zwischen  Endstück  und  Koch- 
salzmitteistück verliert  letzteres  seine  an  und  für  -sich  noch  vorhandene, 
aber  vielleicht  bereits  verringerte  Reaktionsfähigkeit  mit  der  amboceptor- 
beladenen Zelle.  Daher  kommt  es,  daß  bei  successivem  Zusatz  von 
Kochsalzmitteistück  und  Endstück  Hämolyse  eintritt,  daß  dagegen  bei 
gleichzeitigem  Zufügen  von  beiden  Komponenten  durch  die  rasch  er- 
folgende Verbindung  derselben  die  Hämolyse  vereitelt  wird. 


1)  Ehrlich,   P.   und    Maeshall,  H.  T.,  Ueber  die  komplementophilen 
Gruppen  der  Amboceptoren.     Berl.  klin.  Wochenschr.,  1902,  No.  25. 

2)  Ehrlich,    P.    und    Sachs,    H.,    Ueber   den  Mechanismus  der  Anti- 
amboceptorwirkung.     Berl.  klin.  Wochenschr.,  1905,  No.  19/20. 
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Die  einschlägigen  Verhältnisse  dürften  durch  die  vorstehemlec 
Schemen  veranschaulicht  werden. 

In  Figur  2  sind  die  Alterationen  dargestellt,  welche  das  Mittel- 
stück in  Kochsalzlösung  erfährt.  Das  ursprüngliche,  in  Wasser  aufbe- 
wahrte Mittelstück  {C)  reagiert  mit  dem  Endstück  (-[-)  und  hat  eine  hohe 
Avidität  zur  amboceptorbeladenen  Zelle  (++).  Das  Kochsalzmittelstück 
(B)  besitzt  eine  gesteigerte  Avidität  zum  Endstück  (++)  und  reagiert 
aber  vielleicht  weniger  stark,  mit  der  amboceptorbeladenen  Zelle  (-1. 

Figur  3  betrifft  die  aus  der  Vereinigung  von  Mittelstfick  und 
Endstück  resultierenden  Komplexe.  Die  aus  Endstück  und  nativen 
Mittelstück  (A—C)  entstehende  Verbindung  reagiert  ungeschwächt  mi: 
der  amboceptorbeladenen  Zelle  (++).  Die  Vereinigung  von  Endstück 
und  Kochsalzmittelstück  (A — B)  führt  zu  einem  Reaktionsproduki 
das  die  Avidität  zur  präparierten  Zelle  verloren  hat  (— ). 

Wird  das  Mittelstöck  isoliert  von  der  amboceptorbeladenen  Zeüe 
gebunden,  so  behält  es  in  jedem  Falle  die  Fähigkeit,  mit  dem  Emi- 
stück  zu  reagieren,  wie  sich  dies  aus  Figur  4  ergibt.  Sowohl  das  native 
Mittelstück  (C),  als  auch  das  Kochsalzmittelstück  (B)  haben  die  Aviditä* 
zum  Endstück  bewahrt  (C  +,  B  ++). 

Die  entwickelte  Anschauung  kann  bis  zu  einem  gewissen  Gniilt^ 
auf  ihre  Richtigkeit  durch  das  Experiment  geprüft  werden.  Wenn  näm- 
lich in  der  Tat  der  Komplex  Endstück — Kochsalzmittelstück  nicb: 
mehr  mit  den  präparierten  Blutzellen  reagiert,  so  muß  durch  das  End- 
stück die  Bindung  des  Kochsalzmittelstücks  verhindert  werden.  Letz- 
teres wird  ja  isoliert  von  den  amboceptorbeladenen  Blutzellen  verankert 
und  die  erfolgte  Verankerung  kann  dadurch  nachgewiesen  werden,  da: 
das  derart  vorbehandelte  Blut  durch  das  Endstück  gelöst  wird.  Wens 
also  das  Endstück  die  Bindung  des  Kochsalzmittelstückes  hemmt  ^o 
dürfen  die  mit  einem  Gemisch  von  beiden  digerierten  präparierten  Blut- 
zellen durch  Zusatz  des  Endstücks  nicht  mehr  gelöst  werden.  In  der 
Tat  konnte  ich  nachweisen,  daß  dies  der  Fall  ist.  Diese  Verhältnisse 
lassen  sich  besonders  deutlich  zur  Darstellung  bringen,  wenn  man  die 
Blutzellen  nicht  mit  einer  zu  großen  Amboceptormenge  präpariert 
Einmal  werden  nämlich  an  stark  präparierten  Blutkörperchen  offenbar 
auch  minimale  Mengen  freien  Kochsalzmittelstücks  gebunden,  so  daß 
es  unter  diesen  Umständen  schwer  ist,  eine  vollständige  Aufhebung  der 
Hämolyse  zu  erzielen,  wenn  auch  die  Hemmung  recht  markant  ist. 
Dann  aber  wirkt  das  Endstück  auf  stark  präpariertes  Blut,  wie  die? 
schon  Brand  angibt,  sehr  oft  bereits  an  und  für  sich  mehr  oder  weniger 
stark  hämolytisch.  Jedenfalls  ergeben  sich  bei  einer  geringeren  Ambo- 
ceptormenge erheblich  durchsichtigere  Versuchsbedingungen.  Das  zum 
folgenden  Versuch  dienende  Blut  war  in  der  Weise  präpariert,  daß  j^ 
1  ccm  5-proz.  Blutaufschwemmung  mit  je  0,0067  (Vis  •  0,1)  ccm  Ambo- 
ceptor  vorbehandelt  wurde. 
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Es  werden  Gemische  von  je  0,05  (Yg  .  0,25)  ccm  B  und  absteigende 
Mengen  A  Y«  Stunde  bei  37  ^  digeriert,  sodann  wird  überall  1  ccm  6-proz. 
präpariertes  Rinderblut  zugesetzt.  Nach  einstündigem  Verweilen  bei  37® 
wird  zentrifugiert,  die  Zwischenflüssigkeit  abgegossen,  und  die  Blutsedi- 
mente werden  in  Kochsalzlösung  unter  Zusatz  von  0,04  (V5  . 0,2)  ccm  A 
aufgenommen. 

Das  aus  Tabelle  11  zu  ersehende  Ergebnis  ist  nach  3  und  nach 
20  Stunden  notiert. 

Tabelle  11. 


Hämolyse  von  1  ccm  5-proz.  präparie 
Amboceptor)  Kinderbl 

Jrten  (0,0067  ccm 
ut 

A  Dach  Vorbe- 

Mengen  von 

durch  0,04  ccm 

A 

durch  Gemische 

handeln  mit  Gemischen  von 

von  0,05  ccm  B  + 
...       j 

0,05  ccm  B  +  absteigenden 

absteigende 
Mengen  A 

Mengen  A 

ccm 

nach  3  Std. 

nach  20  Std. 

0^ 

mäßig 

0 

Spürchen 

0,1 

Spur 

0 

M 

0,05 

0 

0 

t 

0,03 

0 

0 

ti 

0,02 

0 

0 

0,01 

0 

0 

}t 

0,005 

0 

0 

} 

0,003 

0 

0 

1 

0,002 

0 

Spürchen 

> 

0,001 

0 

Spur 

wenig 

0,0005 

0 

wenig 

mäßig 

0 

0 

komplett 

kOQl 

plett 

Das  in  der  Tabelle  zum  Ausdruck  gebrachte  Versuchsergebnis  wird 
also  der  gestellten  Forderung  vollständig  gerecht.  Es  zeigt  sich  in 
der  Tat,  daß  das  Endstück  A  die  Bindung  des  Kochsalz- 
raittelstücks  B  an  die  amboceptorbeladene  Zelle  ver- 
hindert, und  es  ist  sogar  auffallend,  wie  geringe  Mengen 
des  Endstücks  zu  dieser  antagonistischen  Wirkung  aus- 
reichen können.  Nach  3-ständiger  Beobachtung  ist  der  Ausfall 
des  Versuches  absolut  beweisend,  aber  auch  die  nach  20  Stunden  zu 
bemerkende  äußerst  geringgradige  Hämolyse  kann  an  den  Konsequenzen 
dieses  Ergebnisses  nichts  ändern.  Auch  diese  Befunde  sprechen  gegen 
die  Annahme,  daß  in  dem  Kochsalzsediment  neben  dem  Mittelstück 
eine  zweite  antilytische  Substanz  vorhanden  ist.  Denn  man  würde  da- 
bei nicht  verstehen  können,  warum  die  Bindung  des  Mittelstücks  dann 
ausbleibt.  Dagegen  ist  das  Ergebnis  im  Sinne  der  disku- 
tierten Anschauung  verständlich,  nach  welcher  eben 
das  durch  Kochsalz  veränderte  Mittelstück  und  der 
hemmende  Stoff  eine  einheitliche  Substanz  (B)  darstellt, 
die  nach  primärer  Bindung  an  die  amboceptorbeladene 
Zelle  die  Hämolyse  vermittelt,  nach  primärer  Vereini- 
gung mit  dem  Endstück  aber  ihre  Reaktionsfähigkeit 
einbüßt  und  dann  antilytisch  wirkt 
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Weitere  Untersuchungen  betrafen  die  Beziehungen  der  beiden 
Komponenten:  Mittelstück  und  Endstück  zu  den  amboceptorbeladeneo 
Blutzellen.  Zwar  war  bereits  durch  Brand  im  Prinzip  entschieden, 
daß  nur  das  Mittelstück  von  dem  Komplex  „Receptor— Amboceptor* 
gebunden  wird,  das  Endstück  also  erst  nach  der  Vereinigung  des 
Mittelstückes  mit  den  amboceptorbeladenen  Blutzellen  reagiert  Aber 
es  schien  doch  weiterhin  von  Interesse  zu  sein,  die  näheren  Details 
dieser  Reaktionen  zu  untersuchen,  und  die  von  Ehrlich  und  Morgeii- 
ROTH  ^)  aufgefundene  grundlegende  Tatsache,  daß  bei  niedriger  Tempe- 
ratur nur  der  Amboceptor,  nicht  das  Komplement  gebunden  wird 
drängte  dazu,  speziell  die  Abhängigkeit  der  Bindungsverhältnisse  von 
der  Temperatur  zu  prüfen. 

Ich  verfuhr  folgendermaßen: 

In  zwei  Parallelreiben  wurden  je  1  ccm  6-proz.  präpariertes  Rinder- 
blut  (0,015  ccm  Amboceptor)  und  absteigende  Mengen  der  5-fachen  Ver- 
dünnung des  Mittelstückes : 

a)  1  Stunde  bei  37 », 

b)  1^2  Stunden  bei  0^  digeriert 

Sodann  wurden  die  durch  Zentrifugieren  von  der  Zwischenfifissigkeit 
befreiten  Blutsedimente  in  physiologischer  Kochsalzlösung  unter  Zusatz 
von  0,03  ccm  (^/g  .0,16)  Endstück  (A)  aufgenommen. 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  12. 

Tabelle  12. 


Mengen  von 
0 

Hämolyse  von  1  ccm  5-proz.  präparierten 
Rinderblut  durch 

C 

0,03  ccm  A  nach  Vorbehandeln 
mit  C 

ccm 

bei  37« 

beiO« 

9.^ 

0,1 
0,05 
0,03 
0,02 
0,01 
0,005 
0 

mäßig 
wenig 
Spur 

0 

0 

0 

0 

0 

komplett 
}i 
»» 
»1 

fast"  komplett 
wenig 
0 

komplett 

fast  komplett 
mäßig 
weniff 
0 

Aus  der  Tabelle  geht  unzweifelhaft  hervor,  daß  dasMittelstückC 
auch  bei  0^  von  den  amboceptorbeladenen  Blutzellenge- 
bundenwird,  wenn  auch  die  Möglichkeit  gegeben  ist,  daß  die  Bindung 
bei  0^  langsamer  erfolgt,  als  bei  höherer  Temperatur. 

Um  nun  die  Abhängigkeit  der  Beziehungen  des  Endstücks  zu  dem 
bereits  gebundenen  Mittelstück  von  der  Temperatur  zu  ergründen 
wurde  in  der  Weise  vorgegangen,  daß  zunächst  präpariertes  Blut  mit 
dem  Mittelstück  bei  37^  vorbehandelt  wurde. 

1)  Ehblich,  P.  und  Mobgenroth,  J.,  Zur  Theorie  der  Lysinwirkung 
Berl.  klin.  Wochenschr.,  1899. 
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25  ccm  5-proz.  präpariertes  Rinderblut  (auf  1  ccm  5-proz.  Auf- 
schwemmung: 0,016  ccm  Amboceptor)  wurden  mit  2,5  ccm  Mittelstück  (B) 
-f-  22,5  ccm  Kochsalzlösung  eine  Stunde  bei  37  ^  digeriert.  Sodann  wurde 
das  durch  Zentrifugieren  erhaltene  Sediment  mit  physiologischer  Kochsalz- 
lösung auf  25  ccm  aufgeftlUt.  Die  derart  gewonnene  5-proz.  mit  Ambo- 
ceptor -f-  Mittelstück  beladene  Blutaufschwemmung  diente  zu  dem  weiteren 
Versuch.  Je  1  ccm  derselben  wird  mit  absteigenden  Mengen  von  End- 
stück digeriert,  und  zwar. 

Reihe  I  und  II    ly^  Stunden  beiO<>,  Reihe  III:  direkt  bei  31^. 

Nach  ly^-stündigem  Aufenthalt  von  Reihe  I  und  II  bei  0®  werden 
die  Röhrchen  der  Reihe  I  zentrifugiert  und  die  nach  dem  Abgießen  der 
farblosen  Flüssigkeit  erhaltenen  Blutsedimente  in  physiologischer  Kochsalz- 
lösung aufgenommen.  Reihe  II  kommt  direkt  (ohne  Zentrifugieren)  in 
den  Brutschrank. 

Das  Versuchsresultat  ist  aus  Tabelle  13  zu  ersehen. 

Tabelle  13. 


Mengen 

Eingetretene  HämolyBe 

von  A 

ccm 

Reihe  I 

E^ihe  II 

Reihe  III 

P 

komplett 

komplett 

komplett 

0,1 

stark 

tf 

it 

2'S^ 

wenig 

ti 

11 

0,03 

0 

it 

it 

0,02 

0 

f) 

it 

0,01 

0 

stark 

Stark 

0,005 
0 

0 
0 

Sgur 

T 

Der  gleiche  Versuch  wurde  mit  der  Variante  wiederholt,  daß  das 
Rinderblut  mit  einer  geringeren  Amboceptormenge  (auf  1  ccm  5-proz. 
Blut :  0,002  ccm  Amboceptor)  präpariert  war.  Der  in  Tabelle  14  notierte 
Versuch  entspricht  im  übrigen  in  Bezug  auf  Anordnung  und  Mengen- 
verhältnisse durchaus  dem  vorangehenden. 

Tabelle  14. 


Mengen 

Eingetretene  Hämoljse 

von  A 

ccm 

Reihe  I 

Reihe  II 

Keihe  III 

0^ 

0 

komplett 

komplett 

0,1 

0 

mäßig 

stark 

0,05 

0 

Spur 

wenig 

0,03 

0 

Spürchen 

Spur 

0,02 

0 

0 

Spürchen 

0,01 

0 

0 

0 

0,005 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

In  der  folgenden  Tabelle  15  sollen  noch  die  Kontrollen  angeführt 
werden,  welche  die  hämolytische  Wirkung  des  Endstückes  A  auf  prä- 
pariertes Blut,  das  nicht  weiter  mit  Mittelstück  vorbehandelt  war,  be- 
treffen. 
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Tabelle  15. 


Mengen 
von  A 

ccm 

Hämolyse  von  1  ccm  5-pioz.  präparierten 
Sinderbluts  durch  A 

0,015  ccm  Amboceptor. 
Eontrolle  zu  Tabelle  13 

0,002  ccm  Amboceptor. 
Kontrolle  zu  Tabelle  14 

0,2 
0,1 
0,05 
0,03 
0,02 
0,01 
0,005 
0 

faat  komplett 
mäßig 

}} 
wenig 
Spur 
8pürchen 

0 

0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

Eine  Durchsicht  der  mitgeteilten  Tabellen  13—15  zeigt  deutlicL 
daß  die  Bindung  des  Endstückes  an  das  verankerte  Mit- 
telstück bei  0^  ausbleibt.  Die  Beziehungen  des  End- 
stückes zum  Mittelstück  bei  niedriger  Temperatur  dif- 
ferieren also  markant  von  denjenigen  des  Mittelstück^ 
zu  der  amboceptorbeladenen  Zelle.  Diese  Feststellung  er- 
scheint von  besonderem  Interesse.  Wenn  die  Schlußfolgerungen,  die 
man  bisher  aus  den  Kältetrennungsversuchen  von  Ehrlich  und 
Morgenroth  gezogen  hat,  und  nach  welchen  bei  0®  eine  Trennuni 
des  aktiven  hämolytischen  Serums  zwischen  Amboceptor  und  Kooiplemeiit 
erfolgt,  ricl^tig  sind,  so  hätte  man  eigentlich  erwarten  sollen,  daß  be- 
reits das  Mittelstück  bei  0"  nicht  verankert  wird.  Im  Gegensatz  dazu 
zeigen  meine  Versuche,  daß  die  Bindung  des  Mittelstückes  auch  bei 
0^  erfolgt,  daß  dagegen  bei  0®  die  Bindung  zwischen  Mittel-  und  End- 
stück, die  bei  höherer  Temperatur  eintritt,  ausbleibt.  Damit  ist  aller- 
dings noch  nicht  gesagt,  daß  auch  die  aus  Mittelstück  und  Endstück 
bereits  entstandene  Verbindung,  resp.  das  wirksame  Komplement  des 
nativen  Serums  in  der  Kälte  in  die  beiden  Komponenten  dissociiert 
wird,  wenn  auch  die  Möglichkeit  für  ein  solches  Verhalten  nach  den 
erhobenen  Befunden  durchaus  besteht.  Weitere  Untersuchungen  werden 
darüber  Klarheit  schaflfen  müssen.  Immerhin  erscheint  es  nicht  aus- 
geschlossen, daß  bei  der  Kältetrennung  des  wirksamen  Hämolysins  die 
Spaltung  nicht  zwischen  Amboceptor  und  Komplement,  sondern  inner- 
halb des  Komplements  zwischen  Mittelstück  und  Endstück  erfolgt 


Zusammenfassung. 

1)  Die  hämolytische  Wirkung  des  Ölsäuren  Natrons 
wird  durch  aktives  und  inaktives  Kaninchensernm  ge- 
hemmt. 

2)  Der  Nachweis,  daß  inaktive  Gemische  von  öl- 
saurem  Natron  und  Serum  auf  amboceptorbeladenesBlut 
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noch  hämolytisch  wirken,  konnte  nicht  erbracht  werden. 
Soweit  dies  bei  Verwendung  aktiven  Serums  der  Fall 
war,  mußte  die  eingetretene  Hämolyse  auf  den  Komple- 
mentgehalt des  Serums  bezogen  werden. 

3)  Amboceptorbeladenes  Blut  erwies  sich  der  Hämo- 
lyse durch  dlsaures  Natron  gegenüber  etwas  resistenter 
als  natives  Blut 

4)  Natronlauge  zerstört  in  größerer  Menge  die  Kom- 
plemente, in  geringerer  Menge  bewirkt  sie  eine  inaktive 
Modifikation  des  Komplements,  die  beim  Neutralisieren 
wieder  wirksam  wird  (in  üebereinstimmung  mit  v.  Liebermann). 

5)  Durch  Salzsäure  wird  das  Komplement,  sofern 
überhaupt  eine  Einwirkung  stattfindet,  dauernd  inak- 
tiviert. 

6)  Die  bei  der  Dialyse  des  Meerschweinchenserums 
im  Sediment  erhaltene  Komplementkomponente,  das 
Mittelstück  Brands,  bewahrt  nicht  nur  im  Wasser,  son- 
dern auch  in  7,8-proz.  Rohrzuckerlösung  seine  Reaktions- 
fähigkeit. 

7)  Während  das  Mittelstück  in  Kochsalzlösung,  wie 
Brand  gezeigt  hat,  unfähig  wird,  in  Verein  mit  dem  End- 
stück (Abgußkomponente)  als  Komplement  zu  wirken, 
bewahrt  das  besalzene  Gesamtdialysat,  ebenso  wie  das 
salzfreie  die  Aktivität. 

8)  Das  durch  den  Aufenthalt  in  Salzlösung  alterierte 
Kochsalzmittelstück  erweist  sich  auch  dann  wirksam, 
wenn  es  vor  dem  Zusatz  des  Endstückes  zu  den  ambo- 
ceptorbeladenen  Blutzellen  zugesetzt  wird,  ohne  daß  es 
notwendig  ist,  vor  dem  Zufügen  des  Endstückes  die 
Zwischenflüssigkeit  zu  entfernen. 

9)  Das  Kochsalzmittelstück  hemmt  die  Hämolyse 
durch  wirksames  Komplement,  ebenso  wie  diejenige 
durch  die  kombinierte  Wirkung  von  Mittelstück  und 
Endstück.  Die  Hemmung  ist  in  letzterem  Falle  stärker, 
wenn  das  Kochsalzmittelstück  vor  Zusatz  von  Blut  und 
Amboceptor  mit  beiden  Komponenten,  als  wenn  es  nur 
mit  dem  Endstück  digeriert  wird  und  erst  später  der  Zu- 
satz des  wirksamen  Mittelstückes  erfolgt. 

10)  Die  Bindung  des  Kochsalzmittelstückes  an  die 
amboceptorbeladene  Blutzelle  wird  durch  das  Endstück 
verhindert. 

11)  Es  ergibt  sich  die  Anschauung,  daß  das  Mittel- 
stfick  in  Kochsalzlösung  derart  alteriert  wird,  daß  es 
eine  höhere  Avidität  zum  Endstück  erhält,  nach  der  Ver- 
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einigung  mit   diesem  aber  seine  Reaktionsfähigkeit  znr 
amboceptorbeladenen  Blutzelle  einbüßt. 

12)  DieBindung  des  Mittelstückes  an  die  amboceptor- 
beladene  Blutzelle  erfolgt  auch  bei  0®,  diejenige  des 
Endstückes  an  das  durch  die  amboceptorbeladene  Zelle 
verankerte  Mittelstück  nur  bei  höherer  Temperatur.  Es 
erscheint  daher  die  Möglichkeit  gegeben,  daß  die  Spal- 
tung des  aktiven  Hämolysins  in  der  Kälte  nicht  zwischen 
Amboceptor  und  Komplement,  sondern  zwischen  Mittel- 
stück und  Endstück  erfolgt. 


Beitrag 

zur 

biologischen  Eiweißdifferenzierung^). 

Von 

W.  Rickmann,  Deutsch-Südwestafrika. 

Kaiserlicher  Veterinärrat 


1)  Abdruck  aus  der  Zeitschr.  f.  Fleisch-  o.  Milchliygiene,  XVUL  Jahrg^ 
1907,  No.  6. 
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Im  folgenden  möchte  ich  mir  erlauben,  über  einige  Versuchsergeb- 
nisse zu  berichten,  die  ich  während  einer  kurzen  Tätigkeit^  im  Institut 
für  experimentelle  Therapie  in  Frankfurt  a.  M.  zu  beobachten  Gelegen- 
heit hatte.  Es  handelt  sich  um  die  Spezifität  bei  der  biologischen  Eiweiß- 
difFerenzierung.  Bekanntlich  stehen  für  die  Untersuchung  der  ver- 
schiedenen Eiweißarten  zwei  Serumreaktionen  zur  Verfügung.  Dem 
erprobten,  von  ühlenhüth  und  Wassermann  in  die  forensische 
Praxis  eingeführten  Präzipitierungsverfahren  ist  in  neuerer  Zeit  durch 
M.  Neisser  und  Sachs  ^)  eine  zweite  Methode  angereiht  worden :  das 
sogenannte  Ablenkungsverfahren,  welches  auf  den  Untersuchungen  von 
Genggü^)  und  MoRESCHi^  basiert.  Ich  habe  beide  Methoden  in 
vergleichenden  Untersuchungen  herangezogen.  Zur  Verfügung  stand 
roir  ein  Serum,  das  vom  Kaninchen  durch  Vorbehandeln  mit  Menschen- 
serum  erhalten  war.  Die  Prüfung  dieses  Antiserums  erstreckte  sich 
auf  sein  Verhalten  gegenüber  Menschen-  und  Schweineserum. 

Behufs  Verwendung  des  Antiserums  zur  Ablenkungsreaktion  mußte 
zunächst  eine  sorgfältige  Bestimmung  seines  Wertes  vorgenommen 
werden.  Ich  lasse  dieselbe  in  extenso  folgen,  um  zugleich  das  im  Frank- 
furter Institut  geübte  Verfahren  zu  veranschaulichen.  Das  zur  Anwendung 
gelangende  hämolytische  System  ist  die  Kombination:  „Rinderblut  — 
inaktives,  vom  Kaninchen  gewonnenes  Immunserum  für  Rinderblut 
(Amboceptor)  —  aktives  Meerschweinchenserum  (Komplement)''.  Zuerst 
erfolgt  die  Einstellung  des  Amboceptors.  Je  1  ccm  5-proz.  Rinderblut- 
aufschwemmung werden  mit  je  0,1  ccm  Meerschweinchenserum  und 
absteigenden   Mengen   inaktivierten    Serums   des   mit  Rinderblut   vor- 


1)  Berliner  klin.  Wochenschr.,  1905,  No.  44,  u.  1906,  No.  3. 

2)  Annales  Inst.  Pasteur,  T.  16,  1902. 

3)  Berliner  klin.  Wochenschr.,  1905,  No.  37. 
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behandelten  Kaninchens  gemischt^).  Die  Gemische  werden  2  Staudea 
bei  37®  C  gehalten.  Danach  oder  bei  folgendem  Aufenthalt  im  Eis- 
schrank  am  nächsten  Morgen  wird  das  Resultat  notiert.  Die  Ein- 
stellung des  Amboceptors  veranschaulicht  Tabelle  1. 

Tabelle  1. 


Blut 

Amboceptor 
ccm 

Komplement 
ccm 

Hämoljse 

1 

ccm  5-proz.  Rinderblut 

0,0025 

0,1 

komplett 

do. 

0,0015 

0,1 

f) 

do. 

0,001 

0,1 

>i 

do. 

0,00075 

0,1 

>, 

do. 

0,0005 

0,1 

fast  komplett 

do. 

0,00035 

0,1 

stark 

do. 

0,00025 

0,1 

}) 

do. 

0,00015 

0,1 

„ 

do. 

0,0001 

0,1 

mäßig 

do. 

— 

0,1 

— 

Die  Tabelle  zeigt,  daß  die  komplett  lösende  Dosis  des  Ambo- 
ceptors zwischen  0,0005  und  0,00075  ccm  gelegen  ist.  Wir  wählen  in 
der  Regel  zu  weiteren  Versuchen  das  l^/g-  bis  2-fache  Multiplum  der 
komplett  lösenden  Dose,  in  unserem  Falle  0,001  ccm.  Für  diese 
Amboceptormenge  wird  nun  der  Komplementbedarf  nach  dem  aus 
Tabelle  2  ersichtlichen  Schema  festgestellt 

Tabelle  2. 


Blut 

Amboceptor 
ccm 

Komplement 
ccm 

Hämolyse 

1 

ccm  5-proz.  Kinderblut 

0,001 

0,1 

komplett 

do. 

0,001 

0,075 

it 

do. 

0,001 

0,05 

fast  komplett 

do. 

0,001 

0,035 

stark 

do. 

0,001 

0,025 

mäßig 

do. 

0,001 

0,015 

j} 

do. 

0,001 

0,01 

weoig 

do. 

0,001 

— 

— 

Die  komplett  lösende  Dosis  des  benutzten  Meerschweinchenserams 
liegt  demnach  zwischen  0,05  und  0,075  ccm.  Wir  verwenden  wiederum 
ein  IV2"  l>is  2-faches  Multiplum,  im  vorliegenden  Falle  0,1  ccm.  Das 
zu  verwendende  hämolytische  System  muß  also  sein:  ^1  ccm  5-proz. 
Rinderblut  +  0,001  ccm  Amboceptor  +  0,1  ccm  Meerschweinchen- 
komplement." 

Unter  Verwendung  dieses  Systems  wurde  nunmehr  der  Wirkung- 
wert  des  durch  Immunisieren  mit  Menschenserum  vom  Kaninchen 
gewonnenen  Antiserums  bestimmt.    In  drei  Parallelreihen  wurden  ab* 


1)  In  allen  Röhrchen  wird  durch  Auffüllen  mit  physiologischer 
(0,85-proz.)  Kochsalzlösung  gleiches  Volumen  hergestellt,  das  in  der  Regel 
zwischen  2,1  und  2,5  ccm  liegt. 
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steigende  Mengen  des  Antiserums  mit  je  0,1  ccm  Meerschweinchen- 
serum gemischt.    Außerdem  enthielt: 

Reihe  a:  0,1  ccm  einer  1 :  100  verdünnten  Lösung  von  Menschen- 
serum ; 

Reihe  b:  0,1  ccm  einer  1 :  1000  verdünnten  Lösung  von  Menschen- 
serum ; 

Reihe  c:  0,1  ccm  physiologische  Kochsalzlösung. 

Die  Reihen  wurden  1  Stunde  bei  37  ®  gehalten,  sodann  erfolgte  zu 
allen  Röhrchen  ein  Zusatz  von  1  ccm  5-proz.  Rinderblut  +  0,001  ccm 
Amboceptor.    Tabelle  3  zeigt  das  Ergebnis. 


Tabelle  3. 

Hämolyse  von  1  ccm  5-pr02 

5.  Rinderblut 

Mengen  des  Antiserums 

a 

b 

c 

0,001  ccm 

0,0001  ccm 

kein 

Menscheo- 

Menschen- 

Menschen- 

ccm 

serum 

sorum 

serum 

0,1 

Spürchen 

öpürchen 

0,075 

1» 

)f 

0,05 

J7 

0 

0,035 

0 

0 

0,025 

0 

0 

komplett 

0,02 

0 

'Spur 

0,015 

0 

wenig 

0,01 

Spürchen 

ii 

0 

komplett 

komplett 

Um  nun  die  für  das  Ablenkungsverfahren  geeignete  Dosis  des 
Antiserums  auszuwählen,  wird  folgendes  zu  berücksichtigen  sein.  Da 
man  für  die  praktische  Anwendung  fordern  muß,  daß  das  Antiserum 
mindestens  Vioooo  ccm  des  homologen  Serums  nachzuweisen  erlaubt, 
werden  in  Reihe  b  diejenigen  Mengen  in  Betracht  kommen,  die  eine 
vollständige  Aufhebung  der  Hämolyse  bewirken.  Ferner  dürfte  es 
zweckmäßig  sein,  eine  zwar  sicher  hemmende  Menge  des  Antiserums 
zu  verwenden,  aber  auch  das  notwendige  Minimum  nicht  zu  sehr  zu 
übersteigen.  Von  diesen  Gesichtspunkten  aus  wurden  im  vorliegenden 
Fall  0,2  ccm  einer  6-fachen  Verdünnung  des  Antiserums  Ve'OjS 
=  0,033. . .  ccm)  als  Testdose  determiniert 

Nunmehr  wurde  zu  den  eigentlichen  Ablenkungsversuchen  ge- 
schritten und  die  Wirkung  des  Antiserums  auf  Menschenserum  einer- 
seits, auf  Schweineserum  andererseits  geprüft.  Die  Versuchsanordnung 
gestaltete  sich  demnach  folgendermaßen: 

Jß  V6'0,2  ccm  Antiserum  wurden  mit  je  0,1  ccm  Meerschweinchen- 
serum und  absteigenden  Mengen  Menschen ser ums  (Reihe  a)  resp. 
Schweineserums  (Reihe  b)  gemischt.  Die  Geraische  blieben  1  Stunde 
bei  37  ®,  sodann  erfolgte  überall  Zusatz  von  1  ccm  5-proz.  Rinderblut 
+  0,001  ccm  Amboceptor.    Das  Resultat  zeigt  Tabelle  4. 

Die  Tabelle  zeigt,  daß  die  gewählte  Antiserummenge  (76-0,2  ccm) 

Ebrlleh,  Arbeiten  UI.  5 
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Tabelle  4. 


Mengen 

Eingetretene  Hämolyse  bei 
Verwendung  von 

ccm 

a 
MenschenBerum 

b 
Schweineeeram 

0,1 
0,01 
0,001 
0,0001 
0,00001 
0 

0 

0 

0 

0 
Spur 
komplett 

komplett 

noch  0,0001  ccm  Menschenserum  durch  vollständige  Aufhebung  der  Hämo- 
lyse  anzeigt,  aber  auch  noch  bei  Anwesenheit  von  0,00001  ccm  Menschen- 
serum  eine  fast  vollständige  Hemmung  der  Hämolyse  bedingt  Im  Gegen- 
satz dazu  ergibt  sich  aus  Reihe  b,  daß  bei  Zusatz  von  Schweineserum 
auch  in  den  größten  zur  Verwendung  gelangten  Mengen  jegliche  ReaktioD 
ausbleibt.  Besonders  hervorgehoben  sei,  daß  Menschen-  und  Schweine- 
serum sowohl  in  nativer  Form,  als  auch  in  inaktiviertem  Zustande 
herangezogen  wurden,  um  dem  etwaigen  Einwände  zu  begegnen,  da£ 
möglicherweise  der  Eomplementgehalt  des  Schweineserums  in  Reihe  b 
die  hämoljrtische  Wirkung  verstärke  und  so  eine  Ablenkungsreaktion 
verdecke.  In  beiden  Fällen  wurde  aber  das  in  Tabelle  4  notierte  Er- 
gebnis erhalten.  Es  folgt  aus  diesem  Versuche,  daß  das  unter- 
suchte, auf  Menschenserum  wirkende  Antiserum  beim 
Ablenkungsverfahren  in  absolut  spezifischer  Weise 
Menschen-  und  Schweineeiweiß  zu  'differenzieren  ge- 
stattet. Selbst  ein  10000-faches  Multiplum  derjenigen  Menge,  in 
welcher  Menschenserum  noch  nachweisbar  ist,  gibt  bei  Verwendung  von 
Schweineserum  nicht  die  geringste  Reaktion. 

Wie  verhält  sich  nun  dasselbe  Antiserum  gegenüber  Menschen- 
und  Schweineserum  bei  Anstellung  der  Präzipitierungsmethode?  Die 
Versuche,  welche  diese  Frage  beantworten  sollten,  wurden  in  der  Weise 
angestellt,  daß  je  2  ccm  der  verdünnten  Serumlösungen  mit  dem  Anti- 
serum unterschichtet  wurden,  in  der  Weise,  .daß  das  Antiserum  vor- 
sichtig vom  Rande  der  unten  spitz  endigenden  Röhrchen  zugesetzt 
wurde.  Es  wurden  zwei  Parallelreihen  angesetzt.  In  der  einen  betrug 
die  Menge  des  Antiserums  nach  der  Vorschrift  Uhlenhüths  0,1  ccm, 
in  der  anderen  wurde  die  auch  zu  den  Ablenkungsversuchen  gewählte 
Menge  benutzt,  also  0,2  ccm  der  sechsfachen  Verdünnung.  Die  Reaktion 
wurde  zeitlich  verfolgt  und  galt  zunächst  nach  20  Minuten  entsprechend 
den  von  ühlenhuth  für  die  forensische  Praxis  gegebenen  Regeln  als 
abgeschlossen  ^).   Die  Röhrchen  wurden  sodann  geschüttelt,  kamen  über 

1)  Cf.  ÜHLENHUTH,  Das  biologlschc  Verfahren  zur  Erkennang  ud'^ 
Unterscheidung  von  Menschen-  und  Tierblut.     Jena  1905. 
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!7acht  in  den  Eisschrank,  und  nach  24  Stunden  wurde  noch  einmal  die 
nzwischen  erfolgte  Sedimentierung  notiert.  Ein  Beispiel  einer  Reihe 
2;leichartig  verlaufener  Beobachtungen  zeigt  Tabelle  5A  und  B. 

Tabelle  5. 
A. 


Mengen 

les  Serums 

2  ccm 

Wirkung  von  0,1  ccm  AntiBerum  auf 

MenBchenserum 

ßchweinesemm 

sofort  beobachtet 

Sediment 

sofort  beobachtet 

Sediment 

r'lO 

— 

Inach    5':  +  ? 
~       |nach  10' :  + (deutlich) 

mäßig 

1/ 

100 

nach    5':  + 

stark     nach  15' :  +  ? 
flockig    jnach  20' :  +  (schwach) 

sehr 
gering 

1/ 

nach  10' :  +  (schwach) 
nach  15' :  +  (deutlich) 

mäßig 

keine  Reaktion 

fehlt 

/lOQOO 

nach  15':? 

nach  20' :  +  ?  (äuß.  schw.) 

sehr 
gering 

— 

— 

B. 


Mengen 

ie»  Serums 

2  ccm 

Wirkung  von  ^/^ .  0,2  ccm  Antiserum  auf 

Menschenserum 

Schweineserum 

sofort  beobachtet 

Sediment 

sofort  beobachtet 

Sediment 

'/.o 

— 

— 

nach  15' :  +  (?) 

nach  20' :  +  (deutlich) 

wenig 

•u 

nach    5':  + (Hauch) 
nach  10' :  +  (deutlich) 

mäßig    {nach  20' :  +  (schwach) 

Spur 

V.«« 

nach    6':  +  (?) 
nach  12' :  +  (schwach) 
nach  15' :  +  (mäßig) 
nach  20* :  +  (deutlich) 

wenig 

keine  Beaktion 

0 

/ 10000 

keine  Beaktion  zu  sehen 

In  Spuran? 

— 

— 

Was  bei  einer  Durchsicht  der  Tabellen  sofort  auffällt,  ist  die  Tat- 
sache, daß  unser  Antiserum  auch  mit  Schweineserum 
lurch  Präzipitierung  reagiert.  Es  handelt  sich  um  eine  der 
lieterologen  Reaktionen,  die  ja,  wie  bekannt,  nicht  nur  das  Eiweiß  ver- 
nrandter  Tierarten  betreffen,  sondern  sich  oft  auf  die  gesamte  Säuge- 
tierreihe erstrecken,  wie  es  besonders  die  Untersuchungen  Nüttalls 
gelehrt  haben.  Das  von  uns  benutzte,  durch  Immunisieren  mit 
Menschenserum  gewonnene  Antiserum  gibt  also  auch  mit  Schweineserum 
eine  positive  Präzipitinreaktion.  Freilich  ist  die  Menge  des  Schweine- 
serums, weiche  mit  dem  Antiserum  eben  noch  reagiert,  100  mal  so  groß 
als  die  entsprechende  Menge  Menschenserums,  und  man  kann  daher 
die  Spezifitätsbreite  des  Antiserums  gegenüber  den  beiden  Serumarten 
mit  1:100  bezeichnen.  Im  Gegensatz  dazu  konnte  bei  Anstellung  der 
Ablenkungsreaktion  eine   Spezifitätsbreite  von  mindestens  1:10000  er- 

5* 
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mittelt  werden.  Ohne  aus  diesen  Beobachtungen  irgendwelche  verall- 
gemeinernde Schlüsse  ziehen  zu  wollen,  möchte  ich  doch  diese  Dife 
renz  bei  Anstellung  der  beiden  biologisdien  Verfahren  hervorhei  en 
Sie  erscheint  mir  aus  dem  Grunde  von  Interesse,  weil  sie  einen  Fall 
betrifft,  in  dem  die  Präzipitinmethode  ein  zu  Trugschlüssen  veranlassendem 
positives  Ergebnis  zeitigt,  während  das  Ablenkungsverfahren  einen 
negativen,  richtigen  Befund  ergibt. 

Die  Ursache,  welche  ein  derartig  verschiedenes  Besultat  erklärt. 
wäre  wohl  zunächst  darin  zu  suchen,  daß  bei  der  Ablenkungsmethode 
eine  nicht  unerheblich  geringere  Menge  des  Antiserums  zur  Verwendic: 
gelangt  als  bei  der  Präzipitinreaktion.  In  dieser  geringeren  Menge  im: 
naturgemäß  die  Quote  der  nicht  spezifischen  Partialantikörper  sehr 
reduziert,  so  daß  auch  die  Gefahr  der  nicht  spezifischen  Reaktione:i 
vermindert  ist.  In  dieser  Erwägung  habe  ich  die  Präzipitinreaktio: 
auch  mit  derjenigen  Antiserummenge,  die  bei  dem  Ablenkungsverfahren 
in  Anwendung  kam,  angestellt  (Ve  -0,2  ccm,  cf.  Tabelle 5 B).  Die  Reaktiv: 
mit  Schweineserum  war  in  diesem  Falle  erheblich  geringer,  aber  d  ( i 
noch  immer  wahrzunehmen.  Gleichzeitig  war  aber  auch  die  Eraptiül- 
lichkeit  der  Reaktion  mit  Menschenserum  um  das  Zehnfache  verringert 
Aus  diesem  Grunde  wird  ja  auch  bei  der  Präzipitierungsmethode  \on 
einer  Verminderung  der  Antiserummenge  zwecks  Ausschaltung  der  nich: 
spezifischen  Reaktionen  abgeraten.  Bei  dem  Ablenkungsverfahren  da- 
gegen ist  die  Verwendung  geringerer  Antiserummengen  nicht  nur  nich* 
schädlich,  sondern  meist  sogar  zweckmäßig.  Ob  die  Spezifitätsbreiic 
beim  Ablenkungsverfahren  etwa  allgemein  eine  größere  ist  als  bei  der 
Präzipitinreaktion,  muß  dahingestellt  bleiben.  Jedenfalls  durften  weitere 
Untersuchungen  von  diesem  Gesichtspunkte  aus  erwünscht  sein.  Die 
Heranziehung  des  Ablenkungsverfahrens  neben  der  Präzipiüeninus- 
methode  erscheint  mir  in  allen  Fällen,  in  denen  es  sich  um  die  Unter- 
scheidung von  Eiweißarten  verschiedener  Provenienz  handelt,  so  au  h 
für  die  veterinärpolizeiliche  Kontrolle  der  verschiedenen  Flei>Lli 
nahrungsmittel  aber  empfehlenswert.  Der  Gang  der  Untersuchung  i^t 
durch  die  eingefügten  Tabellen  genügend  skizziert.  Die  etwas  groliere 
*f  Umständlichkeit  der  Ausführung  ist  leicht  dadurch  einzuschränken,  dai 

[y.  sowohl  der  hämolytische  Amboceptor  als  auch  das  Antiserum  lange  Ze;i 

y\  aufbewahrt  werden  können   und   dann  stets  in  der  einmal  bestimuiteD 

/f  Menge  benutzt  werden.    Zur  eigentlichen  Untersuchung  kommen  daim 

'■  nur  die  in  Tabelle  2  und  4  notierten  Versuche  in  Betracht. 
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JJie  Untersuchungen,  über  welche  im  folgenden  berichtet  werden 
soll,  stellen  die  Fortsetzung  zu  der  vorstehend  abgedruckten  Arbeit  von 
Rickmann  ^)  dar.  Rickmann  hat  gezeigt,  daß  die  Spezifität  bei  der 
biologischen  Eiweißdifferenzierung  sehr  verschieden  in  Erscheinung 
treten  kann,  je  nach  dem  Verfahren,  welches  zur  Untersuchung  heran- 
gezogen wird.  Bekanntlich  stehen  für  die  biologische  Eiweißanalyse 
zwei  Methoden  zur  Verfügung.  Dem  altbewährten  von  Uhlenhüth, 
Wassermann  und  Schütze  in  die  forensische  Praxis  eingeführten  Ver- 
fahren der  Präzipitation  hat  sich  die  von  M.  Neisser  und  Sachs*) 
ausgearbeitete  Methode  der  Eiweißdifferenzierung  durch  die  komplement- 
ablenkende Wirkung  der  aus  den  Eiweißantigenen  und  ihren  Antikörpern 
entstehenden  Komplexe  angereiht.  Rickmann  hat  nun  gefunden,  daß 
ein  durch  Vorbehandeln  von  Kaninchen  mit  Menschenserum  gewonnenes 
Antiserum  bei  Verwendung  des  Ablenkungsverfahrens  Menschen-  und 
Schweineserum  auch  in  starker  Konzentration  zu  differenzieren  erlaubte, 
während  es  bei  Anstellung  der  Präzipitinreaktion  auch  mit  Schweine- 
serum, wenn  auch  erst  in  etwa  100-fach  stärkerer  Konzentration,  re- 
agierte. Daß  die  Spezifität  bei  der  Präzipitinreaktion  keine  absolute, 
sondern  eine  quantitative  ist,  darf  als  allgemein  bekannt  vorausgesetzt 
werden,  und  besonders  war  es  Nüttall,  der  in  umfassenden  Versuchs- 
reihen zeigte,  daß  ein  stark  wirkendes  Antiserum,  welches  durch 
Vorbehandeln  mit  einer  Säugetierblutart  gewonnen  ist,  mit  dem  Blut 
der  ganzen  Säugetierreihe  durch  Präzipitatbildung  reagiert.  Allerdings 
treten  diese  heterologen  Reaktionen  nur  in  konzentrierteren  Blutlösungen 

1)  Rickmann,  W.,  Beitrag  zur  biologischen  Eiweißdifferenzierung. 
Zeitschr.  f.  Fleisch-  u.  Milchhyg.,  17.  Jahrg.,  1907,  No.  6. 

2)  Nbissbr,  M.  u.  Sachs,  H.,  Ein  Verfahren  zum  forensischen  Nach- 
weis der  Herkunft  des  Blutes.  Berl.  klin.  Wochenschr.,  1905,  No.  44; 
8.  auch  1906,  No.  3. 
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und  langsamer  auf.  Man  kann  sie  auch  wesentlich  dadurch  reduzieren, 
daß  man  einen  geringen  Zusatz  von  Antiserum  wählt.  Da  aber  in  letz- 
terem Falle  auch  die  homologe  Reaktion  nicht  unbeträchtlich  an  Em- 
pfindlichkeit und  Schärfe  einbüßt,  so  ergibt  sich  für  die  Praxis  der 
forensischen  Blutdifferenzierung  die  von  Uhlenhüth  und  Beümer^i 
hervorgehobene  Konsequenz,  mit  stark  verdünnten  Blutlösungeü 
(1:1000 — 1:10000)  zu  arbeiten  und  die  Reaktion  nach  späte^teD^ 
20  Minuten  als  abgeschlossen  zu  betrachten.  Wenn  auch  bei  strikter 
*  Einhaltung  dieser  Regeln  die  Gefahr  einer  Täuschung  durch  heterologe 

Reaktionen  sehr  vermindert  oder  aufgehoben  ist,  so  schien  es  doch  niclit 
nur  in  wissenschaftlichem  Interesse,  sondern  auch  in  Hinblick  auf  die 
Verhältnisse  der  Praxis  geboten,  näher  zu  untersuchen,  ob  die  von 
Rickmann  beobachtete  Ueberlegenheit  der  Ablenkungsreaktion  in  Bezug 
auf  die  Spezifität  allgemeiner  anzutreffen  ist.  Denn  auch  in  der  Praxis 
kann  es  nur  erwünscht  sein,  die  Verhältnisse  so  zu  gestalten,  da£  die 
Spezifität  des  biologischen  Eiweißnachweises  markanter  und  ohne 
wesentliche  Einschränkung  der  Beobachtungszeit  in  Erscheinung  tritt 

Bevor  ich  auf  die  Schilderung  meiner  Versuche  eingehe,  halte  ich 
es  für  nicht  überflüssig,  auf  das  im  hiesigen  Institut  übliche  Verfahren 
der  Komplementablenkung  hinzuweisen. 

Als  hämolytisches   System    dient  in  der   Regel    die  Kombination: 
Rinderblut — inaktives  Serum  eines  mit  Rinderblut  vorbehandelten  Ka- 
ninchens (Amboceptor) — aktives  Meerschweinchenserum   (KomplemeDt). 
Von  dem  Amboceptor  muß  die  minimale  komplett  lösende  Dosis  be- 
{jj  kannt  sein,  d.  h.  diejenige  Menge,  welche  1  ccm  5-proz.  Rinderblut  bei 

Zusatz  von  0,1  ccm  Meerschweinchenserum  gerade  noch  komplett  löst. 
Als  Testmenge  wird  das  1  ^/^ — 2-fache  Multiplum  gewählt.    Ebenso  dient 
als  Testmenge  des  Komplements  das  IV2 — 2-fache  Multiplum  derjenigen 
r^  Dosis,  welche  1  ccm  5-proz.  Rinderblut  bei  Zusatz  der  Testmenge  des 

Amboceptors  gerade  noch  komplett  löst. 

Das  Antiserum,  welches  als  Reagens  für  die  Differenzierung  des 
Eiweißes  dient,  darf  nun  nicht  in  einer  beliebigen  Menge  verwandt 
werden.  Daß  zu  geringe  Mengen  zu  vermeiden  sind,  ist  selbstverständ- 
lich. Aber  auch  ein  Ueberschuß  von  Antiserum  ist  in  den  meisten 
Fällen  zu  vermeiden.  Einmal  wirken  größere  Serummengen,  wie  all- 
gemein bekannt,  sehr  oft  bereits  an  und  für  sich  antikomplementär, 
dann  aber  kann  ein  Ueberschuß  des  Antiserums,  wie  Moreschi'i 
Neisser  und  Sachs ^),  Liefmann*)  gezeigt  haben,  auch  die  antihämo- 

1)  Uhlenhüth,  Das  biologische  Verfahren  zur  Erkennung  und  Unter- 
scheidung von  Menschen-  und  Tierblut.     Jena  1905. 

2)  MoREscHi ,  C. ,  Zur  Lehre  von  den  Antikomplementen ,  U.  Min. 
Berl.  klin.  Wochenschr.,  1906,  No.  4. 

3)  1.  c. 

4)  Liefmann,  H.,  Ueber  die  Komplementablenkung  bei  Präzipitatious- 
vorgiiugen.     Berl.  klin.  Wochenschr.,  1906,  No.  15. 
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iytische  Wirkung  verhindern.  Es  werden  daher  zur  Bestimmung  des 
Antisernms  absteigende  Mengen  desselben  mit  der  Testdosis  des  Kom* 
plements  einerseits,  andererseits  mit  Komplement  -|-  Antigen  gemischt. 
Als  Antigen  dient  das  homologe  Serum.  Da  für  die  forensische  Praxis 
zu  fordern  ist,  daß  Vioooo  ccm  Blutserum  noch  nachgewiesen  werden 
kann,  so  wird  als  Antigendosis  0,0001  ccm  des  entsprechenden  Serums 
gewählt.  Die  Gemische  bleiben  1  Stunde  im  Brutschrank,  sodann  er- 
folgt Zusatz  von  Blut  und  Amboceptor.  Man  wählt  dann  ein  P/s — 
2-faches  Multiplum  der  gerade  noch  vollständig  hemmenden  Dosis  des 
Antisernms  als  Testdosis.  Bedingung  ist  natürlich,  daß  diese  Menge 
des  Antisernms  nicht  etwa  bereits  ohne  Antigenzusatz  antikomplemen- 
tär wirkt.  Die  Verwendung  derart  limitierter  geringer  Mengen  von 
Antiserum  bietet  auch  den  Vorteil,  daß  eine  zu  große  Empfindlichkeit 
der  Reaktion,  die,  wie  Friedberger  ^)  gezeigt  hat,  unter  umständen 
die  Beurteilung  trüben  kann,  mit  größter  Wahrscheinlichkeit  ver- 
mieden wird. 

Das  Antiserum  ist  durch  diese  einmalige  Bestimmung  für  alle 
weiteren  Untersuchungen  eingestellt.  Es  erübrigt  nur,  vor  dem  jedes- 
maligen Versuch,  die  komplettierende  Dosis  eines  frischen  Meerschwein- 
chenserums für  einen  Amboceptor  von  bekanntem  Titer  festzustellen. 
In  dem  eigentlichen  Ablenkungsverfahren  sind  zwei  Versuchsreihen  er- 
forderlich : 

I.  Absteigende  Mengen  des  zu  differenzierenden  Antigens  +  Test- 
dosis Antiserum  +  Testdosis  Komplement  —  1  Stunde  bei  37^  — 
Amboceptor  +  Blut. 

IL  Absteigende  Mengen  des  Antigens  +  Testdosis  Komplement 
—  1  Stunde  bei  37  ^  —  Amboceptor  +  Blut. 

Die  Reihe  II  ist  eine  notwendige  Kontrolle,  um  etwaige  hemmende 
Wirkungen,  welche  durch  die  das  Antigen  enthaltende  Lösung  aus- 
geübt werden,  auszuschließen.  Neisser  und  Sachs  ^)  haben  diesen  er- 
gänzenden Versuch  bereits  empfohlen,  um  Fehlerquellen,  auf  welche 
später  ÜHLENHüTH^)  besonders  aufmerksam  gemacht  hat,  auszuschließen. 
Bei  genauer  Einhaltung  dieser  Angaben  sind  Fehlerquellen,  welche 
einen  irrigen  positiven  Befund  vortäuschen,  ausgeschlossen.  Es  ist  aber 
ein  Hinweis  auf  die  Methodik  auch  darum  geboten,  weil  einige  Angaben 
der  Autoren,  welche  geeignet  sind,  die  Gebrauchsfähigkeit  des  Ab- 
lenkungsverfahrens zu  beanstanden,  offensichtlich  auf  eine  mangelhafte 


1)  Fribdbbrgeb,  E.,  Zur  forensischen  Eiweißdifferenzierung  auf  Grund 
der  hämolytischen  Methode  mittelst  KomplemeDtablenkung,  nebst  Bemer- 
kungen über  die  Bedeutung  des  Präzipitates  für  dieses  Phänomen.  Deut- 
sche med.  Wochenschr.,   1906,  No.  15. 

2)  1.  c.  und  Deutsche  med.  Wochenschr.,  1906,  No.  39. 

3)  Uhlbnhuth,  Komplementablenkung  und  Bluteiweißdifferenzierung. 
Deutsche  med.  Wochenschr..,  1906,  No.  31. 
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Versuchsanordnung  zu  beziehen  sein  dürften.  So  haben  Ganghofxee 
und  Langer  ^)  die  von  mir  *)  empfohlene  Anwendung  des  Ablenkungs- 
verfahrens  zum  Nachweis  von  artfremdem  Eiweiß  im  Säuglingsblute 
beanstandet,  auf  Grund  von  Versuchen,  aus  denen  sie  schließen  zu 
müssen  glaubten,  daß  das  Ablenkungsverfahren  keine  größere  Brauch- 
barkeit für  klinische  und  experimentelle  Zwecke  besitzt.  Die  Autoren 
beschreiben  in  ihren  Versuchen  sogar  eine  Ueberlegenheit  der  Pri- 
cipitationsmethode  über  das  Komplementablenkungsverfahren.  Ihre  Ver- 
suchsanordnung dürfte  allerdings  einer  strengen  Kritik  nicht  stand 
halten.  Sehr  auffällig  ist  zunächst  der  Kontrollversuch,  in  dem  0,001  ccm 
Meerschweinchenserum  hinreicht,  um  1  ccm  10-proz.  amboceptorbeladenes 
Ziegenblut  innerhalb  10  Minuten  komplett  zu  lösen.  Es  würde  sich 
hier  um  eine  ganz  ungewöhnliche  Wirksamkeit  des  Meerschweinchen- 
komplements handeln,  die  sicherlich  einen  Ausnahmefall  darstellen 
müßte.  Es  liegt  daher  nahe  'anzunehmen,  daß  das  gleichzeitig  vor- 
handene Antiserum,  das  in  der  Menge  von  0,5  ccm  zur  Anwendung 
kam,  an  dem  hämolytischen  Effekt  mitbeteiligt  war.  Einmal  ist  die 
Verwendung  so  außerordentlich  großer  Antiserumdosen  aus  den  oben 
erörterten  Gründen  überhaupt  von  Nachteil,  dann  aber  ist  zu  bedenken, 
daß  das  Kaninchen,  von  dem  das  Antiserum  gewonnen  war,  ein  Hä- 
molysin für  Ziegenblut  enthält,  das  augenscheinlich  in  den  Versuchen 
von  Ganghofner  und  Lakger  an  der  hämolytischen  Wirkung  be- 
teiligt war.  Die  Versuchsbedingungen  liegen  also  schon  aus  diesen 
Gründen  für  den  Erfolg  der  Ablenkungsreaktion  recht  ungünstig,  und 
es  ist  daher  nicht  zu  verwundern,  daß  sich  die  Autoren  bei  diesem 
Vorgehen  von  der  Feinheit  des  Verfahrens  nicht  überzeugen  konnten. 
Was  nun  meine  eigenen  Versuche  anlangt,  so  beziehen  sich  die 
letzteren  auf  Antisera,  welche  vom  Kaninchen  durch  Vorbehandeln  mit 
fremdartigem  Serum   erhalten  wurden.    Es  gelangten  zur  Anwendung: 

1)  Antiserum  gegen  Pferdeserum, 

2)  Antiserum  gegen  Schweineserum, 

3)  Antiserum  gegen  Rinderserum, 

4)  Antiserum  gegen  Menschenserum. 

Die  Antisera  werden  im  folgenden  kurz  durch  Vorsetzen  der  Tierart 
gegen  deren  Eiweiß  sie  gerichtet  sind,  als  Pferde-Antiserum  etc.  be- 
zeichnet. 

Als  Antigene  dienten  die  entsprechenden  4  nativen  Serumarten.  Zur 
Präcipitinreaktion  wurden  je  2  ccm  der  verschiedenen  Verdünnungen  ver- 


1)  Ganghofner  und  Langer,  Ueber  die  Verwertbarkeit  des  Phänomens 
der  Komplementablenkung  zum  Nachweise  von  artfremdem  Eiweiß  im  Blute. 
Deutsche  med.  Wochenschr.,  1906,  No.  47. 

2)  Bauer,  J.,  Ueber  den  Nachweis  der  präcipitablen  Substanz  der 
Kuhmilch  im  Blute  eines  atrophischen  Säuglings.  Berliner  klin.  Wochenschr., 
1906,  No.  22. 
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wandt  Das  Antiserum  ließ  ich  vorsichtig  vom  Rande  der  unten  konisch 
ausgezogenen  Reagenzgläser  (Zentrifugenröhrchen)  einlaufen,  so  daß  das 
Antiserum  die  Antigenlösung  unterschichtete.  Die  Beobachtung  geschah 
bei  Zimmertemperatur  und  galt  zunächst  entsprechend  den  Forderungen 
der  forensischen  Praxis  nach  20  Minuten  als  abgeschlossen.  Die  Röhrchen 
wurden  aber  noch  durchgeschüttelt  über  Nacht  im  Eisschrank  aufbewahrt, 
worauf  die  inzwischen  erfolgte  Sedimentierung  notiert  wurde. 

Für  die  Ablenkungsreaktion  wurde  je  1  ccm  der  gleichen  Serum- 
verdünnung verwandt;  im  übrigen  wurden  die  oben  erörterten  metho- 
dischen Vorschriften  innegehalten. 

Ich  lasse  nun  die  einzelnen  Untersuchungen  folgen. 

I.  Wirkung  des  Pferde-Antiserums. 
Die  Präcipitationsversuche  wurden  zunächst  in  der  üblichen  Weise 
angestellt,  indem  ein  Antiserumzusatz  von  1 :  20  gewählt  wurde. 

Tabelle  1. 
Präcipitation. 


Grad  der 
Senim- 

Wirkung  von  0,1  ccm  Pf  erde- Antiserum  auf 

ver- 
dünnung 

Pferdeserum          Schweineserum 

Rinderserum 

Menschenserum 

Vu 

—               sofort:  +  (schwach) 
10':  deutlich 
'Sed.:  mäßig 

5':  -{-(schwach) 
Sed:  gering 

1':  -f  (schwach) 
10':  deutlich 
Sed.:  mäßig 

V^oo 

sofort:  deutlich      !?':  +  (schwach) 
Sed.:  stark             iSed.:  sehr  gering 

0 

4':  4- (schwach) 
Sed.:  gering 

/lOOO 

4':  +  (schwach) 
6':  deutlich 
Sed.:  mäßig 

20^:  ?  (Hauch) 

0 

10':  4- (schwach) 
Sed.:  sehr  gering 

/lOOOO 

6':  ? 
20':  +  (schwach) 
Sed.:  sdir  gering 

0 

0 

0 

/l  00000 

0 

0 

0 

0 

Die  Tabelle  zeigt,  daß  die  Spezifität  des  Pferde-Antiserums  bei 
starken  Verdünnungen  des  als  Antigen  dienenden  Serums  markant  in 
Erscheinung  tritt,  daß  dagegen  bei  Verwendung  konzentrierter  Lösungen 
auch  im  heterologen  Serum  Reaktionen  eintreten,  welche  zu  Irrtümern 
Anlaß  geben  können,  wenn  der  Grad  der  Serumverdünnung  nicht  be- 
kannt ist.  Wenn  man  die  relative  Spezifität  durch  diejenige  Zahl  aus- 
drückt, welche  angibt,  wie  viel  mal  stärker  das  heterologe  Serum  kon- 
zentriert sein  muß,  als  das  homologe,  um  etwa  die  gleiche  Reaktion 
zu  ergeben,  so  kann  man  auf  Grund  vorliegender  Tabelle  die  relative 
Spezifität  des  Pferde-Antiserums  bezeichnen: 

gegenüber  Schweineserum  mit:     100 
„  Rinderserum  mit:        1000 

„  Menschenserum  mit:      10 
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Betrachten  wir  nun  das  Ergebnis  der  KomplementablenkoD^?- 
methode.  Die  Testmenge  des  Pferde-Antiserums  betrug  auf  Grund 
vorheriger  Einstellung:  0,01  ccm.  Das  hämolytische  System  bestand 
aus  1  ccm  5-proz.  Rinderblut  +  0,002  ccm  Amboceptor  +  0,1  ccm 
Komplement  (cf.  Tabelle  2). 

Tabelle  2. 


Mengen  des 
Serums 

Eingetretene  Hämolyse  bei  Wirkung  von  0,01  ccm 
Pferde-Antiserum  auf  das  Serum  von 

ccm 

Pferd 

Schwein 

Bind 

Mensch 

0,1 
0,01 
0,001 
0,0001 
0,00001 
0 

0 

0 

0 

0 
fast  komplett 
komplett 

komplett 

komplett 

stark 
.  komplett 

Zu  der  Tabelle  ist  zu  bemerken,  daß  natürlich  Kontrollen  ange- 
setzt wurden,  in  denen  die  Prüfung  ohne  Zusatz  des  Antiserums  er- 
folgte. Es  ist  über  dieselben  aber  nichts  Besonderes  zu  sagen,  da 
überall  komplette  Hämolyse  eintrat,  mit  Ausnahme  des  Röbrchens 
mit  0,1  ccm  Menschenserum,  in  welchem  das  Blut,  wie  in  Tabelle  2, 
nur  „stark"  gelöst  war.  Es  ist  also  diese  minimale  Hemmung  der 
Hämolyse  nicht  auf  die  Wirkung  des  Antiserums,  sondern  auf  eine 
geringgradige  antihämolytische  Wirkung,  welche  das  Menschenserum 
bereits  an  und  für  sich  ausübt,  zu  beziehen.  Im  übrigen  ergibt 
sich  aus  der  Tabelle  die  absolute  Spezifität  des  Pferde-Antiserums 
bei  dem  Ablenkungsverfahren.  Wenn  man  hier  von  einer  relativeD 
Spezifität  sprechen  will,  so  ist  sie  jedenfalls  in  allen  Fällen  größer 
als  1000. 

Es  kann  kein  Zweifel  bestehen,  daß  die  Ueberlegenheit  der  Ab- 
lenkungsreaktion in  Bezug  auf  die  Specifität  wenigstens  zu  einem  großen 
Teil  darauf  zurückzuführen  ist,  daß  die  zur  Anwendung  gelangende 
Antiserummenge  erheblich  geringer  ist,  als  bei  der  Präcipitation.  Trotz- 
dem gelingt  es  bei  der  Präcipitationsmethode  nicht  immer,  die  hetero- 
logen  Trübungen  durch  die  Reduktion  des  Antiserums  auf  die  bei  dem 
Ablenkungsverfahren  ermittelte  Testdosis  zu  vermeiden.  In  der  fol- 
genden Tabelle  3  ist  ein  Versuch  wiedergegeben,  in  dem  als  PräcipitiD 
nur  0,01  ccm  (0,1  ccm  einer  10-fachen  Verdünnung)  des  Pferde-Anti- 
serums dienten. 

Die  Tabelle  zeigt,  daß  trotz  der  geringen  Antiserummenge  di^ 
heterologen  Reaktionen  nicht  beseitigt  sind.  Ueberdies  aber  ist  die 
Empfindlichkeit  der  Probe  so  herabgesetzt,  daß  die  praktische  Ver- 
wendung nicht  in  Betracht  kommt. 
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Tabelle  3. 


Grad  der 

:*erum- 

Ver- 

Wirkung von  0,01  ccm  Pferde-Antiserum  auf  das  Serum  von 

dünnung 

Pferd                     Schwein                     Rind 

Mensch 

"/xo 

sofort:  +') 
Sed.:  stark 

IC:  +0 
Sed.:  wenig 

10':  +*) 
Sed.:  wenig 

10':  4- (schwach)^) 
15':  deuüich 
Sed.:  mäßig-stark 

1/ 

2':  -f  (schwach) 
5':  deutlich 
Sed.:  mäßig 

0 

20':  ? 
Sed.:  ? 

20':  sehr  schwach 
Sed.:  sehr  gering 

/lOOO 

15':  sehr  schwach 
Sed.:  sehr  gering 

0 

0 

0 

.' 10000 

0 

0 

0 

0 

Ueber  die  Untersuchung  der  übrigen   Antisera,  deren  Ergebnisse 
im  wesentlichen  analog  sind,  gebe  ich  eine  tabellarische  Uebersicht 


Grad  der 
Serum- 
ver- 
dünnung 


II.  Wirkung  des  Schweine- Antiserums. 
Tabelle  4. 

Pracipitierende  Wirkung  von  0,1  ccm  Antiserum  auf  das  Serum  von 


Schwein 


Rind 


Pferd 


Mensch 


,3':  -{■  (schwach) 
!6':  deutlich 
.Sed.:  mäßig 


9':  -I-  (schwach) 
20':  deutlich 
Sed.:  gering 


10':  +  (schwach) 
'SO*:  schwach-deut- 
lich 
Sed.:  gering 

25':  -I-  (sehr 
schwach) 
40':  schwach 
Sed.:  sehr  8;ering 


5':  +  (sehr 

schwach) 

Sed.:  gering 


3':  -h  (schwach)   25':    -h   (sehr 


0 


5':  schwach-deut- 
lich 
10:  deutlich 
Sed.:  mäßig 


15':  Hauch 
20*:  -h  (ziemlich 
deutlich) 
Sed.:  gering 


schwach) 
Sed.:  sehr  gering 


'  100000 

Relative  Specifität  g^enüber: 
Rinderserum       =  10—  1(X). 
Pferdeserum        =  100—1000. 
Menschenserum  =  1000. 


1)  Da  in  diesen  Proben  Antigen  und  Antiserum  gleich  stark  ver- 
dünnt waren,  erfolgte  die  ünterschichtung  schwer,  so  daß  sich  die  Reak- 
tion zunächst  in  einer  diffusen  Trübung  dokumentierte. 
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Tabelle  5. 

Eomplementablenkung. 
Hämolytisches   System:   1   ccm   5-pTOz.  Rinderblut   +   0,002  ccm  Amboceptor 

+  0,075  ccm  Komplement. 
Testdosis  des  Schweine-Antiserums:  0,01  ccm. 


Mengen  des 
8erums 

Eingetretene  Hämoljse  bei  Wirkung  von  0,01  ccm 
Bchweine-Antiserum  auf  das  Serum  von 

ccm 

Schwein 

Rind 

Pferd 

Mensch 

0,1 
0,01 
0,001 
0,0001 
0,00001 
0,000001 
0 

0 

0 

0 

0 

0 
wenig 
komplett 

komplett 

komplett 

mäßig 
komplett 

Zu  bemerken  ist,  daß  in  den  Kontrollen  ohne  Antiserum  die 
Schweineserum  enthaltenden  Röhrchen  sämtlich  komplett  gelöst  waren, 
die  übrigen  mit  Tabelle  5  übereinstimmten.  Es  treten  also  bei  dem 
verwandten  Schweineantisernm  die  Empfindlichkeit  des  Ablenkungs- 
verfahrens (bei  Viooooo  ccm  Schweineserum  vollständige  Hemmung  der 
Hämolyse)  und  die  strenge  Specifität  der  Reaktion  markant  in  Er- 
scheinung. Die  Grenze  der  relativen  Spezifität  ist  bei  10000  noch  nicht 
erreicht. 

Tabelle  6. 
Präzipitation  mit  0,01  ccm  Schweine-AntiBerum. 


Grad  der 
Serum- 

vpr- 

Wirkung  von 

0,01  ccm  Schweine-Antiserum  auf  das  Serum  Ton 

dünnung 

Schwein 

Rind 

Pferd 

M&lBCh 

Vx. 

schwache  diffuse 
Trübung*) 
Sed.:  sehr  gering 

schwache  diffuse 
Trübung  *) 
Sed.:  sehr  gering 

? 
Sed.:  sehr  gering 

/lOO 

— 

0 

0 

0 

'/.». 

5':  +  (schwach) 
15':  deutlich 
Sed.:  gering 

0 

0 

0 

/lOOOO 

45':  hauchartige 
Trübung 
Sed.:    ? 

0 

0 

0 

/lOOOOO 

0 

0 

0 

0 

Bei  Verwendung  der  geringen  Menge  des  Schweine-Antiserums 
ist  also  die  relative  Spezifität  erhöht,  gleichzeitig  aber  die  Empfindlich- 
keit der  Präcipitinprobe  erheblich  reduziert. 


1)  Cf.  die  Anmerkung  zu  Tabelle  3. 
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III.  Wirkung  des  Rinder- Antiserums. 
Tabelle  7. 


Grad  der 

Serum- 

Ycr- 

Pradpitiereiide  Wirkung  von  0,1  ccm  Antiserum  auf  das  Seram  von 

dfinDong 

Kind 

Schwdn 

Pferd 

Mensch 

V., 

— 

sofort: +(deutUch) 
Sed.:  stark 

sofort:  +  (deutlich) 
Sed.:  mäßig 

sofort:  +  (deutlich) 
Sed. :  mäßig 

1,< 

'100 

sofort:  +  (schwach) 
4':  deutlich 
Sed.:  maßig 

5':  Hauch 
20':  schwacJi-deut- 

lich 
Sed.:  gering 

5':  Hauch 

20':  +  (schwach- 
deutlich) 

Sed.:  gering 

%fm 

sofort:  +  (deutlich) 
Sed.:  stark 

60*:  sehr  schwach 
Sed.:  sehr  gering 

60':  sehr  schwach 
Sed.:    ? 

60':  Andeutung 
Sed.:    ? 

Vxoo«, 

sofort:  +  (schwach) 
Sed.:  mäßig 

0 

0 

0 

V 

'IMMOO 

eO':  Andeutung 
Sed.:?  (sehr  genngj 

0 

0 

0 

Belative  Spezifität  g^enüber: 
Schweineserum    «»  100 
Pfordeserum        =  100—1000 
Menschenserum  =  100—1000 

Tabelle  8. 

Eomplementablenkung. 

Da  das  Rinder-Antiserum  einen  beträchtlichen  Gehalt  an  hämolytischen  Ambo- 

oeptoren  für  Rinderblut  aufwies,  wurde  als  Amboceptor  das  inaktivierte  Serum  eines 

mit  Schweineblut  vorbehandelten  Kaninchens  und  dementsprechend  Schweineblut  ver- 

wandt» 

Hämolytisches  System:  1  ccm  5-proz.  Schweineblut  +  0,1  ccm  Amboceptor 

+  0,1  ccm  Meerschweinchenserum. 

Testdosis  des  Rinder-Antiserums:  0,01  ccm. 


Mengen  des 
Serums 

Eingetretene  Hämolyse  bei  Wirkung  von  0,01  ccm 
Rinder-Antiserum  auf  das  Serum  von 

ccm 

Rind 

Schwein 

Pferd 

Mensch 

0,1 
0,01 
0,001 
0,0001 
0,00001 
0 

0 

0 

0 

0 
stark 
komplett 

komplett 

mäßig 
'^  komplett 

stark 

>  komplett 

Zu  bemerken  ist,  daß  in  den  Kontroll  versuchen  ohne  Antiserum 
0,1  ccm  des  Pferde-  und  Menschenserums  die  gleiche  geringfügige 
Hemmung  verursachte.  Im  übrigen  ergibt  sich  auch  aus  diesem  Ver- 
such die  Ueberlegenheit  der  Komplementablenkung  über  die  Präcipi- 
tation  in  Bezug  auf  die  Spezifität.  Was  die  präzipitierende  Wirkung 
einer  geringen  Menge  des  Rinder-Antiserums  anlangt,  so  gibt  die  fol- 
gende Tabelle  9  Aufschluß. 
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Tabelle  9. 
Präzipitation  mit  0,01  ccm  Binder-Antiserums. 


Grad  der 
Serum- 

ver- 
dünnang 


Wirkung  von  0,01  ccm  Rinder-Antiserum  auf  das  Sarum  von 


Kind 


Schwein 


Pferd 


MeiL-«h 


Vio 


2':  diffuse  Trübg.*)j2':  diffuse  Trübg.*)2':  diffus  Trüt^g. 
Sed.:  mäßig  Sed.:  mäßig  Sed.:  mißie 


5':  +  («ehr 

schwach) 

20':  deutlich 

Sed.:  gering 


5':    -f   (sehr  5':  +  (schwach 

schwach)  12':  schwach-deui- 

12':  schwach-deut-   lieh 

lieh  Sed:  gering 

Sed. :  ^gering  | 


Vi( 


2':  -h  (schwach) 
5':  -f  (deutlich) 
Sed.:  mäßig 


0 


0 


0 


Bei  Verwendung  der  geringen  Menge  des  Rinder-Antiserums  für 
die  Präzipitinreaktion  ist  also  die  Empfindlichkeit  erheblich  reduzier, 
ohne  daß  es  gelungen  wäre,  die  heterologen  Reaktionen  auszuschalteD. 

IV.  Wirkung  des  Menschen-Antiserums. 
Schließlich    gelangte    noch    ein    Menschen-Antiserum    zur   Unter- 
suchung. 

Tabelle  10. 


Grad  der 
Serum- 
ver- 
dünnung 


Präcipitierende  Wirkung  von  0,1  ccm  Menschen-Antisenim  auf  das  Serum  van 


Mensch 


Schwein 


Rind 


Pferd 


Vu 


2':  +  (deutlich) 
Sed.:  mäßig 


2':  +  (deutlich) 
Sed.:  (mäßig) 


5':    ? 

10*:  -f  (deutlicli      , 
Sed.:  mäßig  ! 


5':     ? 

8':  4-  (schwach) 

20*:  4-  (schwach- 
deutlich) 

Sed.:  mäßig 


ö':  -I-  (schwach) 
Sed.:  gering 


20^:  +  (sdiwach 
Sed.:  gering 


2':  4-  (deutlich)     20':  +  (schwach) 
Sed.:  mäßig  Sed.:  sehr  gering 


20':    ? 
Sed.:  ? 


2':  -f  (schwach) 
8':  +  (deutlich) 
Sed.:  gering 


/lOOOOO  " 

Relative  Spezifität  gegenüber: 
Schweineserum  =  1(X)(— 10) 
Rinderserum       =  100—100(3 
Pferdeserum       =  100—1000. 


1)  Cf.  die  Anmerkung  zu  Tabelle  3. 
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Tabelle  11.    KomplemeDtablenkunff. 

Hämolytisches  System:   1  ccm  5-proz.  Binderblut  +  0,002  ccm  Amboceptor 

+  0,1  ccm  Komplement. 

Testdosis  des  Antiserums:  0,02  ccm. 


Mengen  des 
Serums 


0,1 
0,01 
0,001 
0,0001 
0,00001 
0,000001 
0 


Cio^tretene  Hämolyse  bei  Wirkung  von  0,02  ccm 
jMLenschen-Antisenim  auf  das  Serum  von 


Mensch 


Pferd 


mäfiig 


komplett 


,  komplett 


komplett 


0 

0 

0 

0 
mäßig 
stark 
komplett 

lo  den  Kontrollen  ohne  Antiserum  hemmten  0,1  ccm  Pferde-  und 

Rinderserum  in  der  gleichen  Weise. 


Schwein 


Rind 


mäfiig 


Tabe 

lle  12.    Präcipi 

tation  mit  0.02 

ccm  Menschen- 

•Antiserum. 

Grad  der 
Serum - 
ver- 

Präcipitierende  Wirkung  von  0,02  ccm  Menschen- Antiserum  auf  das 

Serum  von 

dönnang 

Mensch 

Pferd 

ISchwein 

Rind 

1 
1» 

— 

3':  diffus.  Trübg.^) 
Sed.:  gering 

3' :  diffus.  Trübg.») 
Sed. :  gering 

diffuse  Trübung ') 
Sed.:  gering 

1 

>'10O 

— 

0 

0 

10':   4-   (sehr  schwach) 

Sed.:  senr  gering 

1,' 

'1000 

3':  Hauch 

15':  +  (deutlich) 

Sed.:  mäßig 

0 

0 

0 

'/.oooo 

10:? 

30* :  +  (sehr  schwach) 

öed.:  sehr  gering 

0 

0 

0 

Also  auch  im  Falle  des  Menschen- Antiserums  treten  trotz  so  starker 
Verminderung  der  Präcipitinmenge,  daß  die  Reaktion  bereits  erheblich 
an  Feinheit  einbüßt,  noch  immer  heterologe  Reaktionen  auf. 

Ueberblicken  wir  nunmehr  die  mitgeteilten  Versuchsergebnisse,  so 
ergibt  sich  übereinstimmend,  daß  das  Ablenkungsverfahren  einen  bisher 
noch  wenig  gewürdigten  Vorzug  vor  der  Präcipitinreaktion  besitzt,  der 
in  der  größeren  Spezifität  besteht.  Diese  Tatsache  hat  zunächst  nichts 
Sonderbares  insofern,  als  ja  allgemein  bekannt  ist,  daß  man  die  Im- 
munitätsreaktionen  durch  Verdünnen  des  Antiserums  spezifischer  ge- 
stalten kann.  Können  doch  durch  dieses  einfache  Hilfsmittel  die  stets 
in  geringerer  Konzentration  vorhandenen  heterologen  Partialantikörper 
so  weit  eliminiert  werden,  daß  sie  praktisch  nicht  mehr  in  Betracht 
kommen,  während  die  homologen  Antikörper  noch  immer  in  den  ver- 
dünnten Lösungen  genügend  stark  wirken.  Bei  der  Präcipitations- 
methode  ist  aber  leider  eine  wesentliche  Verminderung  der  Antiserum- 
nienge  nicht  tunlich,  da  dann  auch  die  homologe  Reaktion  an  Intensität 
so  einbüßt,   daß   die  Wahrnehmung   der  Präcipitation  bei  so  starken 


1)  Cf.  die  Anmerkung  zu  Tabelle  3. 


Ehrlieh,  AiMtn  m. 
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Verdünnungen   des  Antigens,   wie  sie  besonders  die  forensische  Praxi? 
fordert,  nicht  mehr  möglich  ist    Bei  der  Komplementablenkung  ist  das 
Arbeiten  mit  geringen  Antiserumdosen  möglich,  ja  sogar,  wie  erwähni 
in   vielen  Fällen   ein   Erfordernis.    Es  ist  also   von  vornherein  zu  er- 
warten, daß  die  EiweißdiflFerenzierung  mittels  der  Komplementablenkuni: 
bei  folgerichtiger  Versnchsanordnung  sich  spezifischer  gestaltet,  als  hei 
der  Präcipitation,  und  die  mitgeteilten  Erfahrungen  sprechen  in  diesem 
Sinne.     Andererseits  aber  muß  hervorgehoben   werden,  daß  auch  bei 
Verwendung  der  gleichen  geringen  Antiserummengen,  wie  sie  zur  Ab 
lenkung  verwandt  wurden,  noch  heterologe  Reaktionen  auftreten,  wenn 
auch  nicht  zu  verkennen  ist,   daß  sie  reduziert  sind  und  langsamer  ix 
Erscheinung   treten.     Diese   Befunde   stehen    gleichfalls   mit  den  Be- 
obachtungen  von  Rickmann  in   Einklang.    Besonders   möchte  ich  di-^ 
Aufmerksamkeit   auf  solche  Fälle  richten,  in   denen  einerseits  bei  der 
Präcipitation   heterologe  Reaktionen   wahrzunehmen  waren   bei   nega- 
tivem Ausfall  der  Komplementablenkung,  andererseits  homologe  Reak- 
tionen bei  der  Präcipitinmethode  fehlten,  während  die  Ablenkung  posim 
ausfiel.     Wenn   man   die  Tabellen  2—3,  5—6,  8—9,  in   denen  es  m 
um  Ablenkung  und  Präcipitation  mit  der  gleichen  geringen  Antiserum- 
menge  handelt,  miteinander   vergleicht,  so  zeigt  sich  in  der  Tat,  daü 
für  die  Differenzierung  des  homologen  Eiweißes  das  Ablenkungsverfahren 
die  empfindlichere  Methode  darstellt,  heterologe  Reaktionen  dagegen  nnr 
bei  der  Präcipitation  wahrzunehmen  sind.    Wir  haben  also  Verbältni-e 
gegeben,   in  denen   bei   negativem   Ausfall  der  Präcipitation  die  A^^ 
lenkung  ein   positives  Resultat  zeitigt  und  umgekehrt  der,  wenn  aucli 
schwach   positive  Ausfall   der  Präcipitinreaktion    mit  einem   negativec 
Befund    der    Komplementablenkung    vergesellschaftet   ist     In   beiden 
Fällen  aber  entspricht  der  Ausfall  der  Ablenkungsmethode  den  tatsäch- 
lichen Verhältnissen.     Es  hat  daher  den  Anschein,  als  ob  heterologe 
Komplexe   von  Antigen   und  Antikörper  bis  zu  einem  gewissen  Grade 
der   Fähigkeit    der   Komplementbindung  entbehren,    während  die  Ver 
bindungen  von  homologem  Antigen  und  Antikörper  auch  dann  Koraplt^ 
ment-absorbierend   wirken,   wenn   das   Resultat   der   Präcipitinreaktion 
unterhalb  der  Grenze  der  Sinnfälligkeit  gelegen  ist     Ob  dieser  Unter- 
schied der  beiden  Methoden  auf  eine  Verschiedenheit  der  präcipitieren- 
den  und  die  Komplementbindung  vermittelnden  Antikörper  zu  beziehen 
ist,  soll  dahingestellt  bleiben.    Man  könnte  ja,  wenn  es  sich  um  differente 
Antikörper  handelt,  annehmen,  daß  diejenigen  vom  Amboceptortypus  spe- 
zifischer sind,  als  die  Präcipitine.    Aber  diese  Fragen  bedürfen  weiterer 
Analyse,  bevor  ein  bindender  Schluß  gezogen  werden  kann.    Jedenfalls 
ergibt  sich  aus  den  vorliegenden  Untersuchungen,  daß  die  Kompl^* 
mentablenkungsmethode  es  erlaubt,  die  Eiweißdifferen- 
zierung   nicht  nur  empfindlicher   und   sinnfälliger,  son- 
dern auch  spezifischer  zu  gestalten,  als  die  Präcipitation 


über 

die  Differenzierung  des  Eiweißes 
in  Gemischen  verschiedener 
Eiweißarten. 


Von 

H.  Sachs  und  J.  Bauer. 


In  der  vorangehenden  Arbeit  dieses  Heftes  hat  der  eine  von  uns  (B) 
gezeigt,  daß  die  Komplementablenkungsmethode  die  Differenzierung  des 
Eiweißes  in  mehr  spezifischer  Weise  gestattet,  als  die  Präcipitinreaktion. 
Es  gelingt  zwar,  wie  bekannt,  auch  mit  letzterer,  die  Herkunft  von 
Eiweißlösungen  zu  ermitteln,  wenn  man  sich  an  die  besonders  von 
ThlenhüthI)  stets  betonten  Kautelen  der  Verwendung  verdünnter 
Lösungen  und  einer  beschränkten  Beobachtungsdauer  hält.  Diese  Vor- 
schriften sind  dadurch  veranlaßt,  daß  die  heterologen  Reaktionen  erst 
in  konzentrierteren  Lösungen  der  heterologen  Eiweißart  und  in  der  Regel 
erst  nach  mehr  oder  weniger  längerer  Zeit  in  Erscheinung  treten.  Bei 
der  Komplementablenkung  können  diese  Beschränkungen  fortfallen,  weil 
sich  aus  den  bereits  erwähnten  Untersuchungen  und  denjenigen  Rick- 
manns*) ergeben  hat,  daß  das  Ablenkungsverfahren  auch  bei  Verwendung 
konzentrierter  Eiweißlösungen  keine  Trübungen  durch  heterologe  Reak- 
tionen erfährt.  Die  Ursache  für  dieses  differente  Verhalten  kann  gewiß 
zu  einem  großen  Teile  in  dem  Umstand  erblickt  werden,  daß  man  bei 
der  Komplementablenkung  mit  weit  geringeren  Mengen  des  Antiserums 
arbeiten  kann  und  muß,  als  sie  für  die  Präcipitation  erforderlich  sind. 
Es  hatte  jedoch  den  Anschein,  als  ob  die  Reaktion,  welche  dem  Ab- 
lenkungsverfahren zu  Grunde  liegt,  auch  an  und  für  sich  spezifischer 
ist,  als  die  Präcipitation. 

Was  nun  die  praktische  Konsequenz  dieser  Feststellungen  und  ins- 
besondere ihre  Bedeutung  für  die  forensische  Bestimmung  der  Herkunft 

1)  Uhlbnhüth,  Das  biologische  Verfahren  zur  Erkennung  und  Unter- 
scheidung von  Menschen-  und  Tierblut.     Jena  1905. 

2)  RicKMAKN,  W.,  Beitrag  zur  biologischen  Eiweißdifferenzierung. 
Zeitschr.  f.  Fleisch-  u.  Milchhygiene,  17.  Jahrg.,  1907,  No.  6,  und  Arbeiten 
AUS  dem  kgl.  Institut  für  experimentelle  Therapie  in  Frankfurt  a.  M., 
Heft  3,  Jena  1907. 


86  H.  Sachs  und  J.  Bauer, 

des  Blutes  anlangt,  so  wird  es  ja  in  der  Mehrzahl  der  Fälle  gelingen, 
eine  Eiweißlösung  herzustellen,  welche  den  von  ühlenhüth  geforderten 
Verdünnungsgrad  (1:1000)  aufweist.  Gleichwohl  ist  es  nicht  immer 
einfach,  diesem  Postulat  nachzukommen,  wie  sich  auch  ühlekhüth 
und  Beumer  ^)  in  dieser  Hinsicht  folgendermaßen  äußern :  „So  leicht 
es  ist,  dieses  Verhältnis  zu  bestimmen  bei  flüssigem  Blut  oder  Serum. 
so  schwierig  ist  es  bei  gerichtsärztlichen  Untersuchungen  von  Blut- 
flecken/ Gänzlich  ausgeschlossen  aber  erscheint  es,  diese  für  die 
Präcipitationsprobe  notwendigen  Bedingungen  zu  erfüllen,  wenn  es  sich 
um  die  Differenzierung  einer  Eiweißart  in  Gemischen  von  Eiweiß  ver- 
schiedener Herkunft  handelt.  Solche  Verhältnisse  können  natürlich  in 
der  Praxis  leicht  vorkommen,  sei  es  daß  der  Delinquent,  um 
sich  zu  entlasten,  absichtlich  z.  B.  auf  einen  Menschen- 
blutfleck Tierblut  gießt,  sei  es  daß  es  sein  Beruf  mit 
sich  bringt,  daß  an  seinen  Effekten  Tierblut  in  mehr 
oder  weniger  großer  Menge  haftet.  Soweit  uns  bekannt,  liegen 
in  der  Literatur  hinsichtlich  der  berührten  Frage  nur  wenige  Angabeo 
vor.  So  geben  ühlenhüth  und  Beumer  an,  daß  aus  der  Mischung 
mehrerer  Blutarten  jede  einzelne  für  sich  erkannt  werden  kann. 
Nuttall  2)  und  Ziemke^)  berichten  über  Versuche,  nach  denen  die 
Anwesenheit  mehrerer  Blutarten  nicht  störend  auf  die  Reaktion  wirkt 
Sie  arbeiteten  aber  mit  Mischungen,  die  aus  gleichen  Teilen  der  ver- 
schiedenen Blutarten  hergestellt  waren.  Wenn  auch  unter  solchen 
Bedingungen  natürlich  die  Diagnose  durch  geeignetes  Verdünnen  er- 
möglicht ist,  so  stellen  die  gleichen  Mengenverhältnisse  doch  nur 
einen  ganz  bestimmten  Fall  aus  der  Reihe  der  Möglichkeiten  dar, 
der  für  die  Eiweißdifferenzierung  keine  wesentlich  größeren  Schwierig- 
keiten bietet,  als  die  Untersuchung  der  einzelnen  in  der  Mischung  vor- 
handenen Eiweißarten.  Ganz  anders  werden  aber  die  Bedingungen, 
wenn  die  Mischung  mehrere  Eiweißarten  in  verschiedener  Konzen- 
tration enthält.  Es  wird  dann  nicht  sehr  schwierig  sein,  das  in  stärkerer 
Konzentration  vorhandene  Eiweiß  zu  ermitteln,  indem  man  nach  dem 
Vorgange  ühlenhuths  das  Gemisch  in  geeigneter  Verdünnung  zur 
Anstellung  der  Präcipitinprobe  heranzieht.  Will  man  aber  diejenige 
Eiweißart  nachweisen,  welche  nur  in  relativ  geringer  Menge 
in  dem  Gemisch  vorhanden  ist,  so  kann  man  den  Forderungen,  welche 
ühlenhüth  für  die  Ausführung  der  Reaktion  stellt,  nicht  mehr  nach- 
kommen.   Denn  es  kann  zwar  das  gesuchte  homologe  Eiweiß  gerade  in 


1)  ÜHLENHÜTH,    1.    C. 

2)  NüTTALL,  G.  H.  F.,  Blood  immunity  and  blood  relationship. 
Cambridge  1904. 

3)  ZiBMKE,  E.,  Weitere  Mitteilungen  über  die  Unterscheidung  von 
Menschen-  und  Tierblnt  mit  Hilfe  eines  spezifischen  Serums.  Deutscii« 
med.  Wochenschr.,  1901,  No.  42. 
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einer  geeigneten  Verdünnung  vorhanden  sein,  gleichzeitig  befindet  sich 
aber  dann  das  heterologe  Eiweiß  in  einer  weit  stärkeren  Konzentration 
in  der  Lösung,  so  daß  bei  positivem  Ausfall  der  Reaktion  die  Frage 
entsteht,  ob  sie  durch  das  verdünnte  homologe  Eiweiß,  oder  durch  das 
unter  den  erörterten  Umständen  sicher  stark  konzentrierte  heterologe 
Eiweiß  bedingt  ist.  Solche  Verhältnisse  kommen  in  der  Tat  in  der 
Praxis  vor^),  und  wir  möchten  in  dieser  Hinsicht  eine  forensische 
Untersuchung  erwähnen,  die  vor  einigen  Jahren,  zu  einer  Zeit,  als  das 
Komplementablenkungsverfahren  noch  nicht  zur  Verfügung  stand,  im 
hiesigen  Institut  vorlag.  Es  handelte  sich  um  die  Kleidungstücke  eines 
Metzgers,  von  denen  von  der  gerichtlichen  Behörde  als  wahrscheinlich 
angenommen  wurde,  daß  die  auf  ihnen  befindlichen  ausgedehnten  Blut- 
flecke zum  größten  Teil  von  Rinder-  oder  Schweineblut  herrührten. 
Die  Frage  lautete  aber,  ob  sich  unter  diesem  Blute  auch  Menschenblut 
befindet.  In  den  aus  den  Blutlösungen  hergestellten  Extrakten  konnte 
nun  mittels  der  Präcipitinreaktion  ohne  weiteres  Schweineeiweiß  nach- 
nachgewiesen werden,  und  zwar  noch  in  Verdünnungen,  in  denen 
die  Reaktion  mit  einem  Antiserum  für  Menscheneiweiß  absolut  negativ 
ausfiel.  In  stärkeren  Lösungen  ergab  jedoch  auch  der  Zusatz  des 
Menschen-Antiserums  eine  deutliche,  wenn  auch  schwächere  Reaktion. 
Da  aber  in  starken  Lösungen  von  reinem  Schweineserum  die  Reaktion 
mit  Menschen-Antiserum  in  gleicher  Weise  eintrat,  konnte  ein  Schluß 
auf  das  Vorhandensein  von  Menscheneiweiß  nicht  gezogen  werden, 
wenn  auch  letzteres  durchaus  nicht  auszuschließen  war.  In  solchen 
Bedingungen  sind  also  Grenzen  der  Präcipitinreaktion  gegeben,  auf 
welche,  wie  es  uns  scheint,  bisher  zu  wenig  geachtet  wurde. 

Es  war  nun  nach  den  erwähnten  Untersuchungen  des  einen  von 
uns  anzunehmen,  daß  bei  der  größeren  Spezifität  der  Wirkung,  welche 
man  bei  der  Ablenkungsmethode  leicht  erreichen  kann,  auch  die  Grenzen 
für  die  Differenzierung  des  Eiweißes  in  Eiweißgemischen  erheblich 
weitere  sein  dürften,  als  bei  der  Präcipitation.  Die  folgenden  Unter- 
suchungen hatten  den  Zweck,  dieser  Annahme  durch  vergleichende 
Prüfung  eine  experimentelle  Basis  zu  vefleihen.  Was  die  Methodik 
anlangt,  sei  auf  die  Arbeit  von  Bauer  (1.  c.)  verwiesen.  Wir  gingen 
in  der  Weise  vor,  daß  wir  künstliche  Mischungen  aus  verschiedenen 
Seris  herstellten  und  die  in  geringerer  Menge  vorhandene  Serumart 
mittels  Präcipitation  einerseits,  mittels  Komplementablenkung  anderer- 
seits zu  differenzieren  suchten.  Die  Antisera  waren  vom  Kaninchen 
durch  Vorbehandlung  mit  dem  entsprechenden  Blutserum  gewonnen. 


1)  Es  sei  hier  ganz  besonders  auch  auf  die  Möglichkeit  hingewiesen, 
daß  der  Delinquent  die  etwa  an  seinen  Kleidungsstücken  befindlichen 
Blutflecken  auswäscht  und  den  verbleibenden  ßest  durch  Uebergießen  mit 
einer  anderen  Blutart  zu  verdecken  sucht. 
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I.  Versuche  mit  Menschen-Antiserum. 

Wir  beginnen  mit  einer  Versuchsreihe,  welche  den  Nachweis  vor 
Menscheneiweiß  betrifft.    Es  wurden  zwei  Gemische  bereitet: 
A:  1  ccm  Schweineserum  +  0,01  ccm  (Vioo'l»0)  Menschenserum  +  8  arm 

0,85-proz.  Kochsalzlösung. 
B :  1  ccm  Schweineserum  +  9  ccm  0,85-proz.  Kochsalzlösung. 

Die  Gemische  wurden  in  verschiedenen  Verdünnungen  verwandt. 
bei  der  Präcipitinreaktion  in  der  Menge  von  2,0  ccm,  bei  der  Ab- 
lenkungsmethode je  1  ccm.  Bei  der  Präcipitation  wurde  sofort  20  Mi- 
nuten lang  beobachtet  und  am  nächsten  Tage  das  ausgefallene  Sediment 
notiert 

Tabelle  1. 


VerdÜDDungs- 
md  der 
GemiBche 

Präcipitierende  Wirkung  von  0,1  ccm  Menschen- 
Antiserum  auf 

A 

B 

v. 

2':  -{-(deutlich) 
Sed.:  stark 

2':  -f  (schwach-deutlich) 
5':  deutlich 
Sed.:  mäßig 

V.o 

2':  -f  (schwach) 
10':  +  (deutlich) 
Hed.:  mäßig 

lO':  Hauch 

20^:  -f  (schwach>deutiichi 

Sed.:  gering 

7,0, 

20^:  -h(8cJiwach) 
Sed.:  gering 

20':  +  (schwach) 
Sed.:  sehr  gering 

Vi  000 

0 

0 

Wie  die  Tabelle  zeigt,  reagieren  beide  Gemische  beider 
Prüfung  auf  Menscheneiweiß  positiv,  obwohl  letztere? 
nur  in  der  Mischung  A  enthalten  ist  Zwar  sind  in  der  Stärkt 
der  Reaktion  Differenzen  vorhanden,  dieselben  sind  aber  sicherlich  zu 
gering,  um  im  praktischen  Fall  ein  Urteil  dahin  abzugeben,  daß  in  dem 
einen  Gemisch  Menscheneiweiß  vorhanden  ist,  in  dem  anderen  nicht. 
Ganz  anders  aber  liegen  die  Verhältnisse  bei  der  Ablenkungsreaktion. 
über  welche  Tabelle  2  Aufschluß  gibt. 

'      Tabelle  2. 
Hämolytisches  Svstem:  1  ccm  5-proz.  Rinderblut  +  0,(X)2  ccm  Ambocept^-r 
(vom  Kaninchen  durch  Vorbehandeln  mit  Rinderblut  ^wonncnes  inaktivierte«  fckruni 
+  0,1  ccm  Komplement  (Meerschwemchenserum). 
Testdosis  des  Menschen -A  ntiserums:  0,02  ccm. 


Mengen  der 
Gemische 

Eingetretene  Hämolyse  bei  Wirkung  von  0,02  ccm 
MeoficHen-Antiserum  auf 

ccm 

A 

B 

1,0 

0,1 
0,01 
0,001 
0 

0 

0 

0 
stark 
komplett 

)  komplett 
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Zu  bemerken  ist,  daß  in  diesem,  wie  auch  in  allen  folgenden  Ab- 
lenkungsversuchen die  Kontrollen,  welche  stets  ohne  Antiserum  ange- 
setzt wurden,  wenn  nicht  anders  angegeben,  komplett  gelöst  waren. 
Die  vorstehende  Tabelle  zeigt,  daß  es  auch  in  dem  Gemisch, 
welches  lOOmal  soviel  Schweineserum  als  Menschen- 
serum enthält,  mittels  des  Ablenkungsverfahrens  ge- 
lingt, das  Menscheneiweiß  mit  Sicherheit  und  in  sinn- 
fälliger Weise  zum  Nachweise  zu  bringen,  während  das  Er- 
gebnis der  Präcipitinreaktion  nicht  eindeutig  ist. 

Um  die  Verhältnisse  denjenigen  der  Priaxis  mehr  anzupassen,  wurden 
ferner  alte  (ca.  Va  Jahr)  Blutflecken,  die  auf  Leinen  angetrocknet  waren, 
extrahiert.  Es  wurden  derart  Lösungen  aus  angetrocknetem  Schweine- 
und  Menschen  blut  und  durch  Verdünnen  mit  Kochsalzlösung  in  beiden 
eine  bei  kolorimetrischem  Vergleich  übereinstimmende  Konzentration 
hergestellt.    Nun  wurden  gemischt: 

C :  9,9  ccm  Schweineblutlösung  +  0,1  ccm  Menschenblutlösung. 
D :   9,9  ccm  Schweineblutlösung  +  0,1   ccm  0,85-proz.  Kochsalzlösung. 

Mit  beiden  Mischungen  wurde  nun  zunächst  die  Präcipitinreaktion 
angestellt.  Das  zu  den  folgenden  Versuchen  benutzte  Menschen-Anti- 
serum  war  ein  anderes  als  in  Tabelle  1  und  2. 

Tabelle  3. 


V«Jüo^nun^g«d 

Präcipitierende  Wirkung  von  0,1  ccm  Menschen- 
Antiserum  auf 

C 

D 

V, 

2' :  -h  (deutlich) 
Sed. :  mäßig 

4':  -h  (deutlich) 
öed. :  mäßig 

Vxo 

2':   -f  (schwach) 
7':  deutlich 
Sed. :  mäßig 

4' :  +  (schwach) 
W :  -f  (schwach-deutlich). 
Sed.:  gering 

V.oo 

0 

0 

Auch  hier  ist  also  der  Unterschied  in  der  Reaktion  ein  sehr  geringer. 
Auch  wurde  kein  wesentlich  besseres  Resultat  erzielt,  wenn  mit  der 
Antiserummenge  heruntergegangen  wurde  bis  zu  derjenigen  Dosis,  die 
für  das  Ablenkungsverfahren  verwandt  wurde. 

Tabelle  4. 


Verdünnungsmd 
der  ßemiscne 

Präcipitierende  Wirkung 
Menschen-A 

von  0,015  ccm  (7^0.0,15) 
ntiserum  auf 

C 

D 

V. 

KT:  +  (schwach) 
Sed. :  mäßig 

15' :  +  (schwach) 
Sed. :  gering 

V,. 

IC:  +  (schwach) 
Sed. :  gering 

20' :  sehr  schwach 
Sed. :  sehr  gering 

Auch  bei  Verwendung  einer  geringen  Antiserummenge  von  0,015  ccm 
war  also  noch  immer  eine  Reaktion  in  der  nur  Schweineblut  enthaltenden 
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Lösung  zu  bemerken.  Dagegen  wurde  beim  Anstellen  der  KomplemeDt- 
ablenkung  wieder  ein  absolut  spezifisches  Resultat  erzielt 

Tabellen 


EiDgetietene  Hamolyse  bei 
Mengen  der     Wirining  von  0,015  ccm 
GexDJBcbe    :  Menschen- Antiseram  auf 


ocm 


1,0 
OA 
0,01 
0,001 
0 


0 
0 
0 


komplett 


fast  komplett  j 

komplett 

Hämolytisches  System:  1  ocm  5-pro2.  fiinderblut  +  0,002  ccm  Ambi> 
oeptor  +  0,05  ccm  Komplement  (Meerachweinchenseram).  In  den  Kontrollen  ohite 
Antisemm  war  alles  komplett  gelöst 

In  den  weiteren  Bereich  der  Untersuchung  wurden  nun  zunächst 
solche  Fälle  gezogen,  denen  eine  praktische  Bedeutung  zukommt.  Es 
handelt  sich  hier  an  erster  Stelle  um  den  Nachweis  von  Fleischver- 
fälschungen  auf  biologischem  Wege.  Besonders  sind  es  BeimengungeD 
von  Pferdefleisch  zu  Fleich-  und  Wurstwaren,  deren  Ermittelung  in  de; 
Nahrungsmittelkontrolle  eine  große  Rolle  spielt  und  durch  Anwendung  der 
Präzipitation  erfolgt.  Die  folgenden  Versuche  beschäftigen  sich  daher  mit 
dem  Nachweis  von  Pferdeserum  in  Gemischen  verschiedener  Serumarten 


IL  Versuche  mit  Pferde-Antiserum. 
Es  wurden  folgende  Gemische  hergestellt: 
E:    0,5  ccm  (10  ccm  V20)   Schweineserum   +  0,01   ccm  (1  ccm  \\^,\ 

Pferdeserum. 
F:    0,5  ccm  (10  ccm  V20)    Schweineserum   +   1  ccm   0,85-proz.  Koch- 
salzlösung. 
G:   0,5  ccm  (10  ccm   V20)    Rinderserum   +   0,01    ccm   (1    ccm  Vioo* 

Pferdeserum. 
H :    0,5  ccm  (10  ccm  V20)  Rinderserum  +  1  ccm  0,85-proz.  Kochsalzlösung. 

Tabelle  6. 
PräcipitatioD. 


Ver- 

dÜDDUDgB- 

grad  der 
Gemiache 


Pracipitierende  Wirkung  von 


0,1  ccm  Pferde-Antiserum  auf       0,05  C/«- 0,1)  ccm  Pferde-AntiseruiDiiif 
'      E    '      "  I    "        F 


G 


H 


V, 


2' :  +  (schwach) 
8':  deutlich 
Bed. :  mäßig 


15' :  Andeutung 
30' :  +  (schwach) 
Sed. :  gering 


2'  :  (schwach)       .  9' :  sehr  schwach 
8' :  -f  (schwach-  '20' :  schwach 
deutlicla;  Sed. :  gering 

20' :  deutlich 

Sed. :  mäßig 

15'  :7 

S(y :  sehr  schwach 

Sed. :  sehr  gering  | 


9* :  sehr  schwach 
20':  schwach 
Sed. :  geling 
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Tabelle?. 

KomplementablenkuDg. 

Hämolytisches  System:  1  ccm  5-proz.  Binderblut  +  0,002  ccm  Ambo- 

C€ptor  +  0,05  ccm  (bei  Q  und  H  0^075  ccm)  Komplement  (Meerschweinchensenim). 

Testdosis  des  Pferde-Antiserums:  0,015  ccm. 


Mengen 

der 
G-emifiche 

Eingetretene  Hämolvse  bei  Wirkung  von  0,015  ccm 
Pferde-Antiserum  auf 

•  ccm 

E 

F 

G 

H 

T 

0 

0 
Spur 
komplett 

ikomplett 

0 
0 

stark 

komplett 

mäßig 
ikomplett 

Die  Kontrollen  ohne  Antiserum  waren  komplett  gelöst;  bei  den 
Gemischen  G  und  H  trat  in  den  ersten  Röhrchen  eine  nur  mäßige 
Hämolyse  ein.  Das  Ergebnis  stimmt  mit  den  vorhergehenden  Versuchen 
überein,  indem  es  zeigt,  das  Beimengungen  von  Pferdeserum, 
die  hier  im  Verhältnis  1:50  gewählt  wurden,  durch  das 
Korn plementablenkungs verfahren  erheblich  exakter 
nachgewiesen  werden  können,  als  mittels  der  Präcipi- 
tation. 


III.  Versuche  mit  Binder-Antiserum. 

Folgende  Mischungen  wurden  untersucht: 
1 :    1  ccm  Pferdeserum  +  0,01  ccm  (1  ccm  Vioo)  Rinderserum  +  8  ccm 

0,85-proz.  Kochsalzlösung. 
K:    1  ccm  Pferdeserum  +  9  ccm  0,85-proz.  Kochsalzlösung. 

Tabelle  a 
Präcipitation. 


Ver- 

dünnungs- 

gradder 

Gemische 

Präcipitierende  Wirkung  von 

Oyl  ccm  Kinder-Antiserum  auf 

0,01  (Vio  •  0,1)  ccm  Rinder-Antiserum  auf 

I 

K 

I 

E 

'/. 

1':  +  (deutlich) 
Sed. :  flockig-stark 

1' :  +  (deutlich) 
Sed. :  flockig-stark 

1' :  diff.  schwache 
Trübung 
Sed. :  mäßig 

1' :  diff.  schwache 
Trübung 
Sed. :  mäßig 

v„ 

1':  +  (schwach) 
2':  deutlich 
Sed. :  mäßig 

1' :  +  (schwach) 
2' :  schwach-deut- 
lich 
4' :  deutlich 
Sed. :  mäßig 

3' :  +  (sehr 

schwach) 
10' :  schwach-deut- 

üch 
Sed. :  gering 

3' :  +  (sehr 
schwacii) 

10' :  schwach-deut- 
lich 

Sed.:  gering 

v.« 

45':  Andeutung 
Sed. :  sehr  gering 

45':  Andeutung    • 
Sed. :  sehr  gering 

0 

0 

'/.«. 

0 

0 

0 

0 
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Tabelle  9. 
KomplementablenkuDg. 
Um  die  hämolytischen  Amboceptoren  des  Binder- ADtiserums  auszuschalten,  wuri^ 
als  Amboceptor  das  inaktivierte  Serum  eines  mit  Schweineblut  vorbehandelten  KaniL- 
chens  benutzt. 

Hämolytisches  System:  1  ccm  5-proz.  Schweineblut  +  0,1  ccm  Amboceptor 
4-  0,1  ccm  Komplement  (Meerschweinchenserum). 
Testdosis  des  Binder-Antiserums:  0,01  ccm. 


Mengen  der 
Gemische 

Eingetretene 

Hamolyse  bei  Wirkung  von  0,01  dem 
Binder- Antiserum  aiu 

ocm 

I 

K 

1,0 

0,1 

0,01 

0 

0 

0 
fast  komplett 
komplett 

>  komplett 

Zur  Tabelle  ist  zu  bemerken,  daß  in  den  Kontrollen  ohne  Anti 
serum  überall  komplette  Hamolyse  erfolgt  war.  Der  Versuch  ist  be 
sonders  eklatant,  da  es  hier  bei  der  Präcipitation  recht  schwierig  war. 
überhaupt  einen  quantitativen  Unterschied  zwischen  der  reinen  Lösuo? 
von  Pferdeserum  und  dem  auch  Rinderserum  enthaltenden  Gemisch 
festzustellen.  Das  Ablenkungsverfahren  hat  jedoch  auch 
hier  die  sinnfällige  Differenzierung  der  beiden  Ge- 
mische ohne  weiteres  ermöglicht. 


IV.  Versuche  mit  Schweine-Antiserum. 

Zu  den  Versuchen   mit  Schweine-Antiserum  dienten  die  folgeDden 
Gemische : 
L :    1  ccm  Rinderserum  +  0,01  ccm  (1  ccm  Vioo)  Schweineserum  +  ^  ccm 

0,85-proz.  Kochsalzlösung. 
M :   1  ccm  Rinderserum  -\-  9  ccm  0,85-proz.  Kochsalzlösung. 

Tabelle  10. 


Verdüunungs- 
grad  der 

Präcipi tierende  Wirkung  von  0,1  ccm  Schweine- 
Antiserum  auf 

Gemische 

L                                            M 

V, 

1':  +  (schwach) 
5':  deutlich 
Öed. :  mäßig 

1':  +  (schwach) 
5':  deutüch 
Sed.:  mäßig 

V.o 

20':  +  (schwach-deuüich) 
80':  deutlich 
Sed.:  gering 

20':  +  (schwach-deutlich) 
30':  deutlicli 
Sed.:  gering 

^/^oo            40':  ? 
Sed.:  0 

0 
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Tabelle  li; 
Hämolytisches  System:  1  com  5-proz.  Rinderblut -|- 0,002  cem  Amboceptor 
+  0,05  com  Komplement  (Meerschweinchenserum). 
Testdosis  des  Schweine-Antiserums:  0,01  ccm. 


Mengen  der 
Gremische 

Eingetretene 

Hämol^se  bei  Wirkung  von  0,01  ccm 
Schweme-Antiserum  auf 

ccm 

L 

M 

1,0 

0,1 

0,01 

0 

0 

0 
fast  komplett 
komplett 

mäßig 
>  komplett 

Was  die  Kontrollen  ohne  Antiseram  anlangt,  so  hemmten  1  ccm 
von  L  und  M  die  Hämolyse  etwas;  in  den  übrigen  Röhrchen  war 
komplette  Hämolyse  eingetreten.  Auch  in  diesem  Falle  tritt  also  die 
Ueberlegenheit  des  Ablenkungsverfahrens  über  die  Präcipitinreaktion 
iD  bezug  auf  die  Identifizierung  des  Blutes  in  Blutgemischen  deutlich 
hervor.  Die  Anstellung  der  Präcipitinreaktion  mit  der  zur  Komple- 
mentablenkung  benutzten  geringen  Antiserummenge  (0,01  ccm)  führte 
zu  keinem  Ergebnis,  weil  bei  dieser  Dosis  auch  in  dem  Schweineserum 
enthaltenden  Gemisch  L  keine  Reaktion  mehr  wahrzunehmen  war.  Es 
wurde  daher  die  minimale  Menge  des  Antiserums  ermittelt,  welche  in 
L  noch  eine  deutlich  erkennbare  Reaktion  verursachte.  Die  gefundene 
Menge  (0,025  ccm)  wurde  nun  als  Testdosis  für  Präcipitation  und 
Komplementablenkung  benutzt.    Das  Resultat  ist  in  Tabelle  12  notiert. 

Tabelle  12. 


Verdflnnungs- 
gnd  der 
Gemigche 

Präcipitierende  Wirkung  von  0,025 
('/^ .  0,1)  ccm  Hch weine- An tiserum  auf 

Eingetretene 

Wirkung  vo 

Schweine-Ar 

1  ccr 

Hämolyse  bei 
n  0,025  ccm 
itiserum  auf 
Q  von 

M 

L                1                 M 

L 

V. 

3':  diffuse  Trübung  1  3':  diffuse  Trübung 
ISed.:  mäßig                  Sed.:  mäßig 

0 

ö 

fast  komplett 

fast  komplett 

v« 

5':  Andeutung 
10':  deutlich 
Sed.:  mäßig 

5':  Andeutung 
15':  deutlich 
Sed.:  mäßig 

komplett 

V,«, 

60*:  Andeutung 
Sed.:  0 

0 

60':  Andeutung 
Sed.:   0 

komplett 

'/.«. 

0 

komplett 

komplett 

Die  Tabelle   zeigt  also,   daß  auch  bei  V 
möglichst  geringen   Antiserummenge 
den  nur  quantitativen    Charakter   der 
verliert  und   es  nicht  gestattet,  in  ein 
wie  im  vorliegenden  Falle,   lOOmal  so 


erwendung  einer 
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em  Gemisch,  das, 
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als  Schweineserum  enthält,  letzteres  zu  differenziereo. 
Bei  dem  Komplementablenkungsverfahren  gelingt  jedoch 
unter  ganz  gleichen  Bedingungen  der  Nachweis  des 
Schweineserums  in  eindeutiger  Weise. 

Wenn  wir  nun  zum  Schluß  die  mitgeteilten  Versuchsergebni^'t 
zusammenfassen,  so  ergibt  sich  übereinstimmend,  daß  derNaehwei: 
von  Eiweiß-Beimengungen  in  Lösungen  einer  anderen 
Eiweißart  mittels  Präcipitation  auf  große  Schwierig- 
keiten stoßen,  wenn  nicht  überhaupt  unmöglich  seic 
kann,  daß  dagegen  das  Komplementablenkungsverfahren 
auch  in  diesen  Fällen  erfolgreich  zum  Ziele  führt  Inder 
forensischen  Praxis  dürfte  daher  die  Methode  der  KomplementablenkaD: 
für  die  Differenzierung  des  weniger  konzentrierten  Eiweißes  in  G^ 
mischen  verschiedener  Eiweißarten  von  ganz  besonderer  Bedeutung  sein. 
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Lieber 

Opsonine  und  Leukostimulantien. 

Von 

M.  Neisser  und  Prof.  Guerrini  (aus  Mailand). 


A.  Die  Methode  der  RestzftUnng. 

Seit  den  bekannten  Studien  Wriohts  nnd  Neüfelds  ist  die  Phago- 
cytose  allerorts  wieder  Gegenstand  der  Untersuchung  geworden,  zumal 
seit  Wright  in  seinem  opsonischen  Index  einen  diagnostisch  und  thera- 
peutisch bedeutungsvollen  Wert  gefunden  hat.  Trotz  des  großen  Um- 
fanges  der  Literatur,  für  welche  wir  auf  die  neueren  Zusammenstellungen  ^) 
verweisen,  sind  die  Grundlagen  der  Opsoninfrage  weniger  untersucht 
worden,  als  die  Verhältnisse  bei  menschlichen  Erkrankungen.  Es  schien 
deshalb  nicht  fiberflflssig,  auch  die  bereits  von  anderer  Seite  bekannt 
gegebenen  Grundversuche  nachzuprüfen  bezw.  zu  erweitern*). 

Die  zum  qualitativen  und  quantitativen  Studium  der  Phagoc]rtose 
angewendeten  Methoden  basieren  alle  auf  der  Beobachtung  bezw.  Zählung 
der  in  den  Leukocyten  liegenden  Bakterien.  Dazu  müssen  die  Leuko- 
cyten  klar  fixiert  und  die  in  ihnen  liegenden  Bakterien  leicht  erkennbar 
sein.  Beides  ist  in  Versuchsreihen  mit  Exsudatleukocyten  nicht  immer 
zu  erreichen.  Wenn  außerdem  die  Zahl  der  phagocytierten  Keime  eine 
gewisse  Grenze  überschritten  hat,  dann  ist  die  Zählung  schwierig  und 
ungenau.  Und  doch  ist  es  für  die  Gewinnung  gleichmäßiger  Resultate 
vorteilhaft,  wenn  die  Phagocjrtose  eine  hochgradige  ist,  wenn  also  die 
Mehrzahl  der  Leukocyten  sich  maximal  gefüllt  hat. 

1)  1.  Sauerbbgk,  £.,  Neue  Tatsachen  und  Theorien  in  der  Immuni- 
tätsforschnug.  Sonderabdr.  a.  Lubarsch-Ostbrtags  Ergebnisse.  Wiesbaden 
(Bergmann)  1907.  —  2.  Löhlbin,  Ueber  A.  E.  Wrights  Opsonine  and 
seine  therapeutischen  Bestrebungen  bei  Infektionskrankheiten.  Münch.  med. 
Wochenschr.,  1907,  No.  30.  —  3.  Rosenthal,  W.,  Die  Wrightsche  Opsonin- 
lehre  und  ihre  klinische  Verwertung  zu  diagnostischen  und  therapeutischen 
Zwecken.  Med.  Klinik,  1907,  No.  15.  —  4.  Weichardt,  Jahresbericht  über 
die  Ergebnisse  der  Immnnit&tsforschnng,  Bd.  1  u.  2.  Stuttgart  (Eerd.  Enke). 
—  5.  Ebxtobn,  L.,  Phagocytosis  and  Opsonins.  Joum.  of  the  Americ.  med. 
Asßoc,  12.  May  1906.  —  6.  Exibn,  H.,  The  Opsonins  in  typhoid  immunity. 
Johns  Hopkins  Hosp.  Bull.,   Vol.  18,    1907.  —  Sobernhbim  im  Handbuch 

KrbhL-M  ABCHAND,   I,    1908. 

2)  Der  experimentelle  Teil  dieser  Arbeit  wurde  Oktober  1907  abge- 
schlossen. 
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Aaf  Grund  dieser  Erwägungen  haben  wir  eine  andere  Methode 
angewendet,  deren  Grundlage  folgende  ist:  Wir  zählen  —  nach  Wright- 
scher  Methode  —  die  zum  Versuche  gelangende  Bakterienaufschwemmung, 
zählen  ferner  die  zu  benutzende  Leukocytenemulsion,  scheiden  nach  der 
Phagocytose  durch  Filtration  die  Leukocyten  —  und  mit  ihnen  die  phagoey- 
tierten  Bakterien  —  von  der  Flüssigkeit  und  zählen  nunmehr  die  in  dieser 
leukocytenfreien  Flüssigkeit  vorhandenen  freien,  also  nichtphagocytierten 
Bakterien.  Die  Zahl  der  ursprünglich  vorhanden  gewesenen  Bakterien, 
vermindert  um  die  Zahl  der  in  der  leukocytenfreien  Flüssigkeit  gefun- 
denen Bakterien,  ergibt  die  Summe  der  phagocytierten  Bakterien,  das 
Verhältnis  dieser  Zahl  zur  Zahl  der  verwendeten  Leuko- 
cyten ergibt  die  durchschnittlich  von  jedem  Leukocyten 
aufgenommene  Bakterienmenge  —  die  phagocytäre  Zahl 
pro  Leukocyt. 

Im  folgenden  seien  die  Details  dieser  Methode  angegeben :  Schräg- 
agarkulturen  waren  das  Ausgangsmaterial,  für  deren  gleichmäßige  Be- 
wachsung  dadurch  gesorgt  wurde,  daß  sie  mit  3 — 5  Tropfen  einer  ein- 
tägigen Bouillonkultur  beimpft  wurden;  es  wurden  möglichst  gleich- 
große Agarflächen  ausgesucht  und  für  gleichmäßige  Ausbreitung  der 
Impftropfen  gesorgt.  Dadurch  wurde  eine  ziemlich  gleichmäßige  Ernte 
erzielt.  Es  folgte  unter  Verwendung  der  Oese  eine  sorgfältige  Ab- 
schwemmung mit  Bouillon  und  Nachspülung,  gelegentlich,  wenn  nötig, 
Filtration  durch  ein  Drahtsieb  oder  etwas  Watte.  Zur  Zählung  nach 
Wright  diente  eine  Standardaufschwemmung  von  Kaninchenblut  in 
physiologischer  NaCl-Lösung,  welche  durch  Zusatz  einer  kleinen  Menge 
Formalin  haltbar  gemacht  war  und  auf  Eis  aufbewahrt  wurde.  Ihr 
Gehalt  an  Erythrocyten  wurde  nach  Thoma-Zeiss  bestimmt  und  von 
Zeit  zu  Zeit  kontrolliert. 

Zur  Bakterienzählung  wurden  gleiche  Teile  der  Standardblatauf- 
schwemmung  und  der  zu  benutzenden  Bakterienemulsion  energisch  ge- 
mischt und  davon  ein  Objektträger  mit  einer  bestimmten  Oese  be- 
schickt. Die  gleichmäßige  Ausbreitung  des  Tropfens  geschah  mit  einem 
zweiten,  schräg  aufgesetzten  Objektträger,  dessen  freies  Ende  mit  den 
Fingern  gefaßt  wurde,  während  ein  20  g-Ge wicht  auf  sein  unteres  Ende 
zur  Beschwerung  aufgesetzt  wurde.  Dadurch  wurde  ein  gleichmäßiger 
Druck  beim  Ausstreichen  ausgeübt.  Die  lufttrockenen  Präparate  wurden 
in  gesättigter  Sublimatlösung  fixiert  und  gewöhnlich  nach  Gram  und 
mit  wässerigem  Eosin  gefärbt.  Mit  starkem  Immersionssystem  und 
Netzokular  geschah  die  Zählung  (ein  großes  Quadrat  mit  25  kleinen 
Quadraten) ;  von  jedem  Präparate  wurden  an  zwei  verschiedenen  Stellen 
2  große  Quadrate,  von  jeder  Mischung  wurden  3  oder  4  Präparate 
ausgezählt.  Es  wurde  so  die  Zahl  der  vorhandenen  Blutkörperchen 
und  die  Zahl  der  Bakterien  bestimmt;  aus  diesem  Verhältnis  aber 
konnte  die  in  1  cmm  der  Bakterienaufschwemmung  vorhandene  absolute 
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Bakterienmenge  leicht  berechnet  werden,  da  ja  die  absolute  Zahl  der 
in  1  cmm  der  Blataufschwemmnng  vorhandenen  Blutkörperchen  bekannt 
war.  Hätten  wir  z.  B.  in  der  Standardblataufschwemmung  2  Mill.  Erythro- 
cyten  pro  1  cmm,  und  hätten  wir  in  den  Mischungspräparaten  auf 
25  Blutkörperchen  165  Bakterien  gezählt,  so  wäre  das  Mischungsver- 
hältnis gewesen  25  :  165  =  1 :  6,6.  Unsere  Bakterienaufschwemmung 
hätte  also  enthalten  2  Mill.  X  6,6  =  13,2  MilL  Bakterien  in  1  cmm. 

Die  Leukocyten  wurden  stets  durch  Einspritzung  von  Aleuronat 
(1  Messerspitze  in  10  ccm  Bouillon)  in  die  Brusthöhle  von  Kaninchen 
gewonnen.  Die  Kaninchen  wurden  24  Stunden  nach  der  Einspritzung 
aus  der  Femoralis  entblutet  und  das  Exsudat  mit  mindestens  der  10- 
fachen  Menge  physiologischer  NaCl-Lösung  geschüttelt,  zentrifugiert 
und  so  3mal  in  frischer  Lösung  zentrifugiert,  um  jede  Serumspur  zu 
entfernen.  Die  definitive  Aufschwemmung  wurde  dann  nach  Thoma- 
Zeiss  gezählt. 

Der  eigentliche  Versuch  wurde  in  kleinen  Reagensgläsern  derart  an- 
gesetzt, daß  in  jedem  Röhrchen  1  ccm  Bakterienemulsion,  1  ccm  Leuko- 
cytenaufschwemmung  und  1  ccm  der  Serumverdünnung  mit  Kochsalz- 
lösung gut  gemischt  und  für  eine  bestimmte  Zeit  (30  Minuten)  bei  37  ^ 
gehalten  wurden.  Gleichzeitig  wurde  eine  zweite  Reihe  Röhrchen  vor- 
bereitet, deren  jedes  einen  kleinen  Trichter  erhielt;  in  jeden  Trichter 
aber  wurde  ein  kleines  Häufchen  Glaswolle  gesteckt,  das  mit  2—3 
Tropfen  Bouillon  befeuchtet  wurde.  Die  dem  Brutschrank  entnommenen 
Röhrchen  wurden  kräftig  geschüttelt  und  ihr  Inhalt  durch  die  Glaswolle 
filtriert  Der  weitaus  größte  Teil  der  Leukocyten  bleibt  dabei  in  der 
Glaswolle  zurück,  natürlich  auch  die  in  den  Leukocyten  befindlichen 
Bakterien.  Ein  einfaches  Präparat  aus  der  Glaswolleschicht  zeigt  das 
deutlich,  ebenso  wie  ein  Präparat  des  Filtrates  erkennen  läßt,  daß  nur 
ganz  wenige  Leukocyten,  aber  viel  freie  Bakterien  das  Filter  passiert 
haben.  Das  Filtrat  ist  mehr  oder  weniger  getrübt,  je  nach  der  Anzahl 
der' durchpassierten  Bakterien,  ohne  daß  indessen  der  Trübungsgrad 
ein  verläßlicher  quantitativer  Indikator  für  die  Zahl  der  passierten 
Keime  wäre,  wie  wir  wohl  anfangs  geglaubt  haben.  Die  durch  das 
Filter  passierte  Flüssigkeit  wird  nunmehr  wie  die  Original-Bakterien- 
aofschwemmung  zu  gleichen  Teilen  mit  der  Standardblutaufschwemmung 
gemischt  und  in  gleicher  Weise  wie  beschrieben  behandelt  und  gezählt. 
Bei  der  dann  folgenden  Ausrechnung  muß  man  beachten,  daß  die  durch 
das  Filter  passierte  Flüssigkeit  eine  Bakterienaufschwemmung  ist,  welche 
im  Gegensatz  zur  Original-Bakterienaufschwemmung  durch  die  Leuko- 
cyten und  das  Serum  bereits  im  Verhältnis  1 : 3  verdünnt  war. 

Es  ist  zweckmäßig,  die  erhaltenen  zahlenmäßigen  Werte  nicht  nur 
als  „phagoqrtäre  ZahP  auszurechnen,  sondern  auch  das  Prozentver- 
liaitnis  der  phagocytierten  Bakterien  zu  der  Gesamtmenge  der  Bak- 
terien anzugeben.    Denn  nur  daraus  erkennt  man,  ob  nicht  etwa  alle 
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oder  fast  alle  Bakterien  phagocytiert  werden;  in  diesem  Falle  nSmlidi 
wflrde  die  gefundene  phagocytäre  Zahl  ein  zu  niedriger  Wert  sein 
können.  Wären  mehr  Bakterien  vorhanden  gewesen,  so  wären  viel- 
leicht noch  mehr  phagocytiert  worden. 

B.  Prftftmg  der  Methode. 

Die  Methode  ist  ziemlich  umständlich  und  erfordert  recht  viel  Zeit; 
sie  setzt  ferner  größere  Mengen  von  Leukocyten  voraus.  Aus  all^ 
diesen  Gründen  ist  sie  nicht  zur  Bestimmung  des  opsonischen  Index 
am  Krankenbett  geeignet,  sie  ist  vielmehr  wesentlich  für  Versuchs- 
reihen, die  über  theoretische  Punkte  der  Phagocjrtose  Aufschluß  geben 
sollen,  bestimmt.  Sie  eignet  sich  auch,  wie  wir  noch  zeigen  werden, 
um  die  Frage  der  echten  Leukocytenstimulantien  einerseits,  der  Leuko- 
cytengifte  andererseits  quantitativ  zu  studieren.  Schließlich  haben  wir 
die  Methode  bisher  ausschließlich  für  den  Staphylococcus  pyogenes 
aureus  angewandt  und  wissen  über  die  Verwendbarkeit  für  andere 
Bakterien  nichts.  Natürlich  waren  von  vornherein  manche  Einwände 
gegen  die  Genauigkeit  der  Methode  zu  prüfen,  wenn  die  Methode  An- 
wendung finden  sollte. 

Einmal  ist  es  für  die  Genauigkeit  der  Zählung  von  großer  Be- 
deutung, daß  keine  Bakterienkomplexe  vorhanden  sind ;  es  muß  deshalb 
die  Bakterienemulgierung  sehr  sorgfältig  geschehen,  die  Emulsion  muß 
vor  dem  Gebrauch  lange  und  kräftig  geschüttelt  werden.  Man  über- 
zeugt sich  durch  ein  ungefärbtes  Präparat  von  der  guten  Verteilung 
der  Bakterien,  und  filtriert,  wenn  diese  nicht  vorhanden  ist,  wied^holt 
durch  etwas  Watte.  Von  Einfluß  ist  natürlich  der  Zustand  der  Eultu*. 
also  das  Verhältnis  der  in  der  Kultur  vorhandenen  lebenden  und  toten 
Keime;  denn  die  toten  Bakterien  werden  leichter  phagocytiert  als  die 
lebenden.  Der  folgende  Versuch  wurde  mit  lebenden  und  mit  bei  60^ 
abgetöteten  Staphylokokken  und  zwar  einerseits  in  NaCl,  andererseits 
in  normalem  aktivem  Kaninchenserum  ausgeführt 

Es  wurden  phagocytiert  in  Proz. 

der  lebenden  der  bei  60  ^  abgetöteten 
Staphylokokken  Staphylokokken 

in  physiologischer  NaCl-Lösung  2,4  %  ^fi  Vo 

in  Normal-Kaninchenserum  66,3  %  94      % 

Im  folgenden  sind  die  Resultate  stets  als  Wert  der  phagocytären 
Zahl  angegeben,  was,  wie  erwähnt,  besagt,  wieviel  Bakterien  durch- 
schnittlich von  einem  Leukocyten  aufgenommen  werden. 

Folgender  Versuch  wurde  mit  normalem  aktivem  Kaninchensernm 
einerseits,  mit  inaktiviertem  Immunserum  (Kaninchen  mit  unserem 
Staphylococcus  immunisiert)  andererseits  angestellt  Als  Kontrolle 
diente  physiologische  NaCl-Lösung. 
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Zahl  der  Leokocyten  in  1  cbmm:  0,87  Hill. 

Zahl  der  lebenden  bezw.  bei  60^  abgetöteten  Staphylokokken  19,9  Hill. 
in  1  cbmm. 

l^hagocytäre  Zahlen 
Lebende  Kultur    Tote  Kultur  (600) 
NaCl  0,3  2,1 

akt.  Normalsemm  16,1  21,1 

inakt.  Immunsernm  21,4  22,1 

Die  Leukocyten  nehmen  also  tote  Bakterien  reichlicher  auf  als 
lebende.  Ebenso  wurden,  wie  ein  anderer  Versuch  zeigte,  Staphylo- 
kokken aus  einer  Alteren  Kultur  reichlicher  phagocytiert,  als  24-stündige 
Staphylokokken. 

Wir  verwandten  stets  20-stündige  Kulturen.  Auf  die  Virulenz, 
die  sicherlich  von  großem  Einfluß  ist,  brauchten  wir,  da  wir  stets  den- 
selben Stamm  benutzten,  keine  Rücksicht  zu  nehmen. 

Ueber  die  beste  Dauer  der  Versuchszeit  gab  folgender  Versuch 
Aufschluß : 

Bakterienaufschwemmung        14,56  Mill.  in  1  cmm 
Leukocyten  aufschwemmung      0,9        „      „    1      „ 

Phagocyt&re  Zahlen 


Aufenthalt  bei  37  <> 

Norm.  akt.  Eaninchensemm 

physiol.  NaCl-Löaang 

15  Min. 

8,0 

0,08 

30      „ 

15,9 

0,3 

60      „ 

16,9 

3,6 

120      „ 

16,0 

*,1 

Auf  Grund  dieses  Versuches  haben  wir  in  allen  Versuchen  die 
Proben  V,  Stunde  bei  37^  stehen  lassen. 

Das  Exsudat  muß  möglichst  frei  von  Blut  sein;  aber  auch  ohne 
direkte  6ef&ßverletzung  kann  durch  Diapedese  das  Exsudat  Erythro- 
cyten  enthalten,  wie  daraus  hervorgeht,  daß  bei  Einspritzung  in  die 
rechte  Pleurahöhle  das  nicht  selten  auch  links  entstehende  Exsudat  ge- 
legentlich Erythrocyten  zeigt.  Bei  Verwendung  der  WRiOHTschen  Zähl- 
methode  vermögen  größere  Mengen  von  Erythrocyten,  von  denen  ein 
Teil  bei  der  Filtration  mit  den  freien  Bakterien  das  Filter  passiert,  die 
Zählresultate  zu  beeinträchtigen.  Es  ließe  sich  diese  Fehlerquelle  allen- 
falls durch  Verwendung  kernhaltiger  Standardblutaufschwemmung  oder 
aber  einer  anderen  Standardaufschwemmung  (wie  Hefe)  ausschalten ; 
^ir  haben  indessen  für  unsere  Versuche  jedes  irgend  stärker  bluthaltige 
Exsudat  von  der  Verwendung  ausgeschlossen. 

Das  Exsudat  soll  möglichst  24  Stunden  nach  der  Einspritzung  be- 
nutzt werden.    Freilich  zeigte  einmal  eine  Untersuchung  eines 

24-stflndigen  Exsudats  die  phagoc.  Zahl  15, 

48-8tflndigen  Exsudats  die  phagoc.  Zahl  14,  aber  das  48-stündige 
Exsudat  zeigt  häufig  bereits  viele  zerfallene  Leukocyten. 
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Eine  sehr  grflndliche  Entfernung  des  Plasmas  durch  Zentrifagierea 
ist  durchaus  nötig.  Die  Leukocyten  müssen  eine  normale  Vitalität  be- 
sitzen ;  deshalb  ist  eine  Tötung  der  Tiere  durch  Chloroform  oder  Aether 
nicht  angängig.  Auch  darf  die  eingespritzte  Aleuronatmenge  nicht  so 
groß  sein,  daß  schwere  Atmungsstörungen  der  Tiere  eintreten,  denn 
asphyktische  Kaninchen  —  an  der  violetten  Färbung  der  Schnauze 
zwischen  den  Nasenlöchern  erkennbar  —  geben  unregelmäßige  Resultate 
und  sind  auszuschließen. 

Besonders  wird  man  Einwände  gegen  die  Filtration  machen.  Wir 
haben  sie  auch  erst  angewendet,  als  wir  die  Zentrifugierung  als  un- 
brauchbar erkannt  hatten.  Denn  bei  der  Filtration  durch  gewöhnliches 
Filterpapier  verloren  wir  3  Proz.  der  Bakterien,  bei  der  Zentrifugierung 
aber  21,6  Proz.  Aber  auch  die  Filtration  durch  Papier  ergab,  wie  eben 
erwähnt,  einen  Verlust  von  3  Proz.,  die  Filtration  durch  Glaswolle  nur 
einen  Verlust  von  0,9  Proz. 

Schließlich  war  zu  erweisen,  daß  es  in  der  Tat  die  lebenden 
Leukocyten  waren,  welche  die  Bakterien  aufnehmen  und  dadurch  auf 
dem  Filter  zurückhielten.  Ein  einfacher  Kontrollversuch  mit  ChinlQ 
klärte  darüber  auf.  Wir  versetzten  eine  Leukocytenaufschwemmang 
zu  etwa  1  Proz.  mit  Chinin,  setzten  Staphylokokken  (17,7  Millionen 
pro  cbmm)  zu  und  filtrierten  durch  Glaswolle;  es  fanden  sich  wieder 
17,4  Millionen  pro  cbmm,  was  einen  Verlust  von  weniger  als  2  Proz. 
bedeutet 

Diesen  Ghinin-KontroUversuch  haben  wir  späterhin  sehr  oft  gemacht 
auch  dann  speziell,  wenn  Immunsera  zur  Anwendung  kamen,  die  ja 
auch  agglutinierende  Wirkung  hätten  haben  können.  Wir  überzeugten 
uns  auf  diese  Weise,  daß  diese  Einwände  gegen  unsere  Filtrations- 
methode hinfällig  sind,  daß  vielmehr  die  Differenz  in  der  Zahl  der 
Bakterien  vor  und  nach  der  Filtration  —  abgesehen  von  minimalen 
Fehlergrenzen  --  allein  auf  die  phagocytäre  Tätigkeit  der  lebenden 
Leukocyten  zu  beziehen  ist. 

Eine  Frage  glaubten  wir  noch  vor  dem  Beginn  unseres  eigentlichen 
Themas  untersuchen  zu  sollen:  ob  nämlich  für  die  phagocytäre  Zahl 
das  Verhältnis  von  Leukocyten  zu  Bakterien  von  Bedeutung  sei.  Wir 
benutzten  zu  diesem  Zweck  3  Leukocytenaufschwemmnngen,  die  mit 
physiologischer  NaCl-Lösung  so  hergestellt  waren,  daß  eine  Aufschwem- 
mung halb  soviel,  die  weitere  Verdünnung  den  4.  Teil  der  Leukocyten  der 
Originalaufschwemmung  enthielt  Und  zwar  stellten  wir  durch  Zählung 
fest,  daß  unsere  Verdünnungen  die  richtigen  Mengen  Leukocyten  ent- 
hielten. (Die  Zählung  ergab  1—1,5  Proz.  Differenz  gegenüber  der  Be- 
rechnung.) Die  benutzte  Bakterienaufschwemmung  war  in  den  3  Ver- 
suchen die  gleiche.  Als  Serum  wurde  frisches  aktives  Kaninchensemm 
in  gleichen  Mengen  verwendet 


Leukocytenaufschwemmung 

Phagocytäre  Zahl, 

unverdünnt 

15 

halbverdünnt 

IB 

4-faoh  verdünnt 

15 
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^/^  der  phagocytierten 
Bakterien 

36      „ 

18     „ 

Das  Resultat  des  Versuches  war  ganz  eindeutig:  Die  phagocytäre 
Zahl  war  in  allen  drei  Proben  15.  (Die  Dezimalen  sind  fortgelassen.) 
Trotzdem  also  im  3.  Versuch  nur  18  Proz.  der  vorhandenen  Bakterien 
phagocytiert  waren,  demnach  noch  ein  großer  Bakterienüberschuß  zur 
Verffignng  stand,  wurden  doch  von  den  Leukocyten  nur  durchschnittlich 
15  Bakterien  pro  Leukocyt  aufgenommen,  und  zwar  genau  soviel  pro 
Leukoc^  wie  in  den  beiden  anderen  Proben,  in  denen  36  Proz.  bezw. 
74  Proz.  der  vorhandenen  Bakterien  phagocytiert  wurden.  Es  ist  das 
ein  Beweis,  daß  das  Phänomen  der  Phagocytose  eine  biologische  Er- 
scheinung ist  und  daß  nicht  etwa  eine  Art  Gleichgewichtszustand 
zwischen  der  Anzahl  der  Bakterien  und  der  Zahl  der  Leukocyten  ein- 
tritt. Dieser  Versuch,  den  wir  2  mal  mit  ähnlichem  Erfolge  gemacht 
haben,  steht  in  einem  gewissen  Gegensatz  zu  den  Angaben  Wriohts, 
denen  zufolge  die  Dichtigkeit  der  Bakterienaufschwemmung  für  die 
Ansetzung  des  opsonischen  Versuches  von  wesentlicher  Bedeutung 
sei.  Aber  die  Versuchsverhältnisse  bei  dem  WniOHTschen  Opsonin- 
versQch  und  bei  unseren  Phagocytoseversuchen  sind  so  verschieden 
(Menschenserum,  Menschenleukocyten,  ganz  verschiedene  Größenord- 
nung der  phagocytären  Zahl),  daß  allein  daraus  die  Verschieden- 
heit der  Resultate  begreiflich  wäre.  Ein  unseres  Erachtens  aber  be- 
sonders diflFerierender  Punkt  ist  der,  daß  Wright  verhältnismäßig 
gleiche  Leukocytenmengen ,  aber  verschiedene  Bakterienmengen  bei 
gleichbleibender  Serumquantität  benutzt.  Wir  haben  aber,  wie  er- 
wähnt, Bakterien-  und  Serummengen  gleich  und  die  Leukocytenmenge 
verschieden  gewählt.  Unsere  Bakterien  waren  also  in  allen  3  Proben 
in  gleicher  Weise  „opsoniert'',  eben  derart,  daß  sie  durchschnittlich 
zu  15  pro  Leukocyt  aufgenommen  wurden.  Bei  der  WnioHTschen 
Versuchsanordnung  ist  es  denkbar,  daß  die  in  verschiedener  Menge 
in  das  gleiche  Serumquantum  eingebrachten  Bakterien  verschieden 
stark  „opsoniert**  und  demnach  auch  verschieden  stark  phagocytiert 
wurden. 

Weiterhin  haben  wir  uns  über  die  Verläßlichkeit  der  WniGHTschen 
Zählmethode  orientiert.  Da  scheint  es  uns  von  Bedeutung,  daß  bei 
unserer  Methode  der  Restzählung  die  Bequemlichkeit,  also  die  Verläß- 
lichkeit, der  Zählung  mit  der  Höhe  der  Phagocytose  zunimmt  —  je  größer 
die  Phagocytose,  um  so  geringer  der  nicht  phagocytierte  Rest.  Ferner 
baben  wir  von  verschiedenen  Untersuchern  die  gleiche  Bakterienauf- 
schwemmung durchzählen  lassen  und  dabei  so  geringe  DüBferenzen  ge- 
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fanden,  daB  die  schlieBliche  Berechnung  der  phagocytären  Zahl  nur  in 
den  Dezimalen  differiert  hätte. 

SchlieBlich  haben  wir  eine  direkte  Vergleichung  unserer  RestziU- 
methode  und  der  gewöhnlichen  Zählung  der  intraleukocytftr  liegenden 
Bakterien  vorgenommen,  und  zwar  absichtlich  in  einem  Falle,  in  dem 
die  phagoqrtäre  Zahl  niedrig  war,  in  dem  also  die  Chancen  f&r  nns^ 
Methode  weniger  günstig,  aber  für  die  gewöhnliche  Mediode  y<Hteilhift 
waren. 

Phagocytäre  Zahl  in  2  Versuchen: 

Direkte  Zählung  der  intraleukocytär  -o    ^    ^^     ^i.  j 

Hegenden  SUphylokokken  Eestzählmethode 

1)  7,2  8,2 

2)  4,5  5,1 

Ohne  auf  eine  Diskussion  der  nach  beiden  Methoden  gewonnoieii 
Resultate  einzugehen,  stellen  wir  nur  fest,  da£  die  Differenzen  käue 
sehr  erheblichen  sind. 

C.  Das  Opsonin  des  Normalsenuns. 

Wir  verfQgen  im  ganzen  über  13  Einzelversuche,  in  denen  die 
opsonische  Kraft  des  normalen  aktiven  Kaninchenserums  bestimmt 
wurde ;  sie  wurden  an  verschiedenen  Tagen  angestellt  und  dienten  häufig 
nur  als  Kontrolle  für  besondere  Versuchsreihen.  In  6  Versuchen  dieser 
Art  wurde  gleichzeitig  eine  Kontrollprobe  in  NaCl-Lösung  angesetzt, 
außerdem  verfügen  wir  noch  über  einen  Versuch  in  NaCl,  zu  dem  ein 
Versuch  mit  normalem  aktivem  Serum  nicht  vorhanden  ist 

Die  Leukocytenmenge  schwankte  in  diesen  Versuchen  zwischen  0.9 
und  0,46  Mill.  in  1  cmm.  Die  Bakterienmenge  zwischen  19,5  nnd 
14,6  Mill.  in  l  cmm.    Die  phagocytären  Zahlen  lagen  in 

normalem  aktiven  Kaninchenserum  NaCl 

zwischen  15,0  und  15,9  0,1  und  0,8 

Durchschnitt     15,4  0,8 

In  einigen  Versuchen  haben  wir  das  Serum  des  Kaninchens,  von  dem 
die  Leukocyten  stammten,  mit  dem  Serum  anderer  normaler  Kanineben 
verglichen.  Ein  Unterschied  in  der  phagocytären  Zahl  war  nicht  nach- 
weisbar. Um  zu  sehen,  bis  zu  welchem  Verdünnungsgrad  das  aktive 
Normalserum  noch  opsoniert,  machten  wir  folgenden  Versuch: 

Leukocyten       0,49  Mill.  in  1  cmm^) 
Bakterien        19,4       „       „    1     „ 


1)  Im  folgenden  bedeutet: 

L.  Leukocytenmenge,  ausgedrückt  in  Millionen  pro  1  cmm 

B.  Bakterienmenge,  „  „  „  „     1      „ 
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Semmverdtinnung         »g^J^  Phagocytäre  Zahl 

1  :  10  davon  0,5  21,6*  8,6 

0,25  9,8  8,6 

0,15  8,2  8,4 

1:100      „      0,5  8,1  1,2 

0,25  1,0  0,8 

0,15  fastO  0,2 

Ferner  haben  wir  einen  Versuch  mit  Normal-Menschenserum  bezw. 
Normal-Pferdeserum,  Normal-Rinderserum  und  Normal-Meerschwein- 
chenserum angestellt. 


Normal-Mensohenseram  akt.: 

L. 

0,76 

B. 

80,3 

Phagocytftre 

Zahl     14,2 

Normal-Pferdeseram : 

L. 

0,68 

B. 

22,9 

Phagocytftre 

Zahl  15,2 
Vo46») 

Normal-Binderseram : 

L. 

0,9 

B. 

16,4 

Phagocytäre 

Zahl  154 
o/„83 

Normal-Meenchweinchenaeram : 

L. 

0,68 

B. 

22,9 

Phagocytäre 

Zahl  15,7 
7o« 

Diese  Sera  verlieren,  ebenso  wie  Kaninchen-  und  Meerschweinchen- 
serum,  ihre  opsonische  Aktivität  bei  einstündiger  Erhitzung  auf  58  ^ 
and  so  waren  die  phagocytären  Zahlen  in  den  mit  inaktiviertem  Serum 
ausgeführten  ParaÜeluntersuchungen  der  eben  angeführten  Versuche 
folgende: 

Menschensemm  aktiv  14,2  inaktiv  0,2 

Pferdeserum  „      15,2  „        0,7 

Bindersernm  „      15,1  ,,        0,4 

Meerschweinchenseram    „      15,7  „        0,8 

Femer  8  inaktive  Kaninchensera  0,8 

0,8 
0,4 

Absorptionsversuche  mit  Normalserum. 
Daß  die  Opsonine  des  Normalserums  von  den  Bakterien  absorbiert 
werden,  ist  leicht  zu  zeigen.  Wenn  man  mit  akt.  Normalserum  sen- 
sibilisierte Staphylokokken  nach  gründlichem  Waschen  zu  den  Leuko- 
cyten  gibt,  so  ergibt  die  Restzählung  eine  starke  Phagocytose,  und 
auch  Staphylokokken,  die  bei  60^  abgetötet  und  dann  mit  akt  Normal- 

1)  7o  hedeutet  im  folgenden  stets,   daß   von  den  vorhandenen  Bak- 
terien ti^/q  phagocytiert  waren. 
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senim  behandelt  sind,  zeigen  die  gleiche  Erscheinong,  nur  in  noch 
stärkerem  Maße,  wie  ja  überhaupt  tote  Staphylokokken  stärker  phigo- 
cytiert  werden. 

Wir  erhielten  folgende  Zahlen: 

lebende  Kultur  tote  Kultur 

14,7  21,2 

(56,9  7o  phagocyt  (60,4  %  pbagocyt 

Bakterien)  Bakterien) 

(NB.  Ein  entsprechendes  Resultat  erhielten  wir  bei  Sensibilisieroog 
lebender  und  toter  Staphylokokken  mit  inakt  Immunsernm.) 

Bei  der  Absorption  gibt  das  Normalserum,  wie  ein  Versuch  zeigte, 
sein  Opsonin  an  die  Bakterien  ab,  es  verschwindet  bei  der  Absorption 
aus  dem  Serum.  Die  Absorptionsversnche  sind  freilich  insofern  etwas 
umständlich,  als  eine  sehr  gründliche  Abzentrifugierung  der  Bakterien 
notwendig  ist,  wenn  nicht  mit  Opsonin  beladene  Bakterien  im  Serum 
zurückbleiben  sollen.  Da  hier  aber  nur  große  Mengen  von  Bakterien 
einen  Ausschlag  geben,  so  hat  das  etwaige  Zurückbleiben  einzelner 
Keime  —  das  unvermeidbar  ist  —  auf  das  Resultat  keinen  EinflniS. 

Auffallend  war  bei  diesen  Versuchen  die  Erscheinung,  daß  es  uns 
nicht  gelang,  durch  Absorption  das  Opsonin  völlig  aus  dem  Serum  zo 
entfernen.  Nach  einstündiger  Absorption  bei  37  ^  durch  große  Mengen 
Bakterien  enthielt  ein  aktives  Normalserum  immer  noch  Opsonin,  so 
daß  der  Versuch  die  phagocytäre  Zahl  3,2  ergab. 

In  weiterer  Verfolgung  dieser  Erscheinung  kamen  wir  zu  folgendem 
Versuch :  Wir  versetzten  ein  Normalserum  mit  großen  Mengen  Bak- 
terien, ließen  eine  Stunde  bei  37  ^  stehen  und  zentrifugierten  1  Va  Stunden. 
Die  überstehende  Flüssigkeit  teilten  wir  in  2  Teile,  verdünnten  den 
einen  Teil  im  Verhältnis  1 : 2,  den  anderen  im  Verhältnis  1 :  16  und 
machten  damit  den  opsonischen  Versuch  nach  der  Restzählmethode. 
Das  Resultat  war: 

Phagocyt&re  Zahl  für  das  1 1  2-Senim         3,6 
„  „      „       „     1 :  16-Semm       2,9 

Aus  äußeren  Gründen  konnten  wir  dieser  interessanten  Erscheinnng 
nicht  weiter  nachgehen  und  deshalb  nicht  feststellen,  ob  im  Normal- 
serum ein  schwer  absorbierbares,  schwach  sensibilisierendes,  aber  reich- 
lich vorhandenes  Opsonin  neben  dem  gewöhnlichen  besteht,  oder  ob  es 
sich  um  eine  ganz  andere  Erscheinung  (normales  Serumstimulans,  Ab- 
gabe eines  Stimulans  aus  den  Bakterien  oder  dergl.)  handelt. 

Eine  weitere  schon  bekannte  Erscheinung  konnten  wir  bestätigen: 
das  an  sich  thermolabile  Opsonin  des  Normalserums  geht  mit  den  Bak- 
terien eine  Verbindung  ein,  welche  thermostabil  ist  Während  also 
erhitztes  Normalserum  seine  sensibilisierende  Wirksamkeit  verloren  hat« 
kann   man  Bakterien,   die  mit  Normalserum  sensibilisiert  waren,  er- 
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hitzen,  ohne  daß  die  Phagocytose  dieser  Bakterien  wesentlich  geändert 
wird.  Der  Versuch  war  der  folgende :  Staphylokokken  wurden  bei  37  ^ 
eine  Stunde  in  aktivem  Normalserum  gehalten,  dann  gut  zentrifngiert 
und  gut  gewaschen,  darauf  eine  Stunde  bei  58^  erhitzt  und  nunmehr 
mit  Leukocyten  in  physiologische  NaCl-Lösung  zusammengebracht.  Eine 
Kontrolle  wurde  gleichmäßig  behandelt,  nur  fiel  die  einstündige  Er- 
hitzung fort  Die  erste  Probe  ergab  die  phagocytäre  Zahl  12,1,  die 
Eontrolle  16,2.  Es  hat  also  eine  gewisse  Abschwächung  stattgefunden, 
zumal  die  durch  die  Hitze  abgetöteten  Staphylokokken  ja  noch  leichter 
phagocytiert  werden  sollten,  als  die  unerhitzten  Staphylokokken  der 
Kontrolle,  aber  trotzdem  hat  eine  erhebliche  Phagocytose  stattgefunden 
—  ein  Beweis  dafür,  daß  die  mit  Normalserum  sensibilisierten  und 
nachher  erhitzten  Bakterien  noch  als  stark  opsonisch  gelten  können. 

Man  wird  sich  demnach,  zumal  bei  Berücksichtigung  des  p.  14 
erwähnten  Versuches,  die  Opsoninwirkung  nicht  so  vorstellen  können, 
als  ob  das  Opsonin  das  Bindeglied  zwischen  Bakterien  und  Leukocyten 
sei,  sondern  wird  annehmen  müssen,  daß  durch  das  Opsonin  eine  be- 
sondere Veränderung  des  Bakteriums  zustande  komjmt,  die  man  sich 
am  ehesten  als  Auftreten  eines  löslichen,  vom  Bakterium  aus  diffun- 
dierenden Stoffes  verständlich  machen  kann. 

D.  Opsonine  des  Immunsemms. 

Wir  haben  uns  zunächst  davon  überzeugt,  daß  die  Leukocyten 
eines  Immuntieres  sich  von  den  Leukocyten  eines  Normaltieres  an  sich 
nicht  unterscheiden.  Zum  Versuch  erzeugten  wir  bei  einem  mit  unserem 
Staphylococcus  immunisierten  Kaninchen  und  bei  einem  normalen 
Kaninchen  auf  gewöhnliche  Wei^e  Exsudate  und  prüften  die  gewaschenen 
Leukocyten  in  physiologischer  NaCl-Lösung,  in  aktivem  Normalserum 
und  in  Immunserum  auf  ihre  phagocytäre  Kraft. 

B.  16,4  MiU.     Leukocyten  des  Lnmunkaninchens     0,64  Mill. 
„  „    Normalkaninchens    0,46     „ 

Leukocyten  des 
normalen  Kaninchens  Immankaninchens 

phagocytäre  Zahl       7o  phagocytäre  Zahl       % 

in  Normalserum  15,2  43  15,9  62 

in  Inmiunserum  21,0  59  21,2  83 

NaCa  0,2  0,5  0,2  0,7 

Der  Versuch  zeigt  nur  ganz  geringe  Unterschiede,  die  noch  inner- 
halb der  'Fehlergrenze  liegen.  Wir  konnten  demnach  einen  Unter- 
schied zwischen  den  Leukocyten  eines  Immuntieres  und  eines  Normal- 
tieres nicht  konstatieren. 

Bei  den  folgenden  Versuchen,  deren  Technik  völlig  die  gleiche  wie 
bei  den  vorhergehenden  Versuchen  war,  haben  wir  zuerst  die  Opsonine 
des  unverdünnten  aktiven  Serums  —  entsprechend  Wright  —  unter- 
sucht. 
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a.  7.  IX.  07.    Prttfimg  des  Seroms  eines  normalen  Kaninohensmuu. 

Pliagooytäre  Zahl:  14,S  (L.  0,8  HUI.,  B.  14,7  Hill). 
0/,  79 
12.  IX.     IntravenSse  Ii\]ektion  von  0,8  ccm  einer  24-stfind.  Bonillon- 
koltor  unseres  dtaphylocooons. 

14.  IX.  Phagooytäre  Zahl :    5,2  (L.  0,9  Hill.,  B.  18,4  MilL). 

o/o  25 
18.  IX.  Fhagocyt&re  Zahl:  19,4  (L.  0,9  Hill.,  B.  19,6  MiU.). 

Vo  90 

b.  24.  IX.  Frttfong  des  Serums  eines  normalen  Kaninchens. 

Phagocytäre  Zahl:  15,2  (L.  0,5  MiU.,  B.  18,2  MUl.). 
7o42 
Darauf  intravenöse  Binspritzung  von  0,5  ocm  einer  24-8tttnd.  Staphylo- 
kokkenboniUonkultur. 

25.  IX.    Phagocytäre  Zahl:  2,«  (L.  0,6  MUl.,  B.  87,9  MUl.). 

8.  X.     Phagocylftre  Zahl:  1C,2  (L.  0,8  MiU.,  B.  24,3  MUL). 

7o63 
Danach  wiederum   0,5  ccm  einer  24-stttnd.  Bouillonkaltnr  intravenöä 

10.  X.     Phagocytäre  Zahl:  tfi  (L.  0,6  Mül.,  £.  37,3  MiU.). 

Das  starke  Fallen  des  Wertes  im  unmittelbaren  AnschlaB  an  die 
Impfung  ist  die  WRiOHTSche  „negative  Phase**,  ebenso  wie  das  An- 
steigen des  Wertes  in  der  Periode  der  Immunität  die  „positive  Phase' 
anzeigt 

Bei  der  Immunisierung  mit  abgetöteten  Staphylokokken  (1  Std. 
60^)  haben  wir  auch  gelegentlich  diese  negative  Phase  beobachtet 

c.  31.  VIII.  2  ccm  48-stünd.  Bouillonkaltur  (1  Stunde  60«)  intravenös 
eingespritzt. 

3.  IX.     Phagocytäre  Zahl:     1,2  (L.  0,8  MüL,  B.  23,8  Mill.). 

Vo  4 

7.  IX.     Phagocytäre  Zahl:  14,8  (L.  0,8  Mill.,  B.  14,7  Mill.). 

o/o  80 
12.  IX.     Die  gleiche  Einspritzung  wie  am  81.  VIIL 
14  IX.     Phagocytäre  Zahl:  17,8  (L.  0,9  Mill.,  B.  18,4  MUl.). 

7o  87 
18.  IX.     Phagocyt&re  Zahl:  18,C  (L.  0,9  MiU.,  B.  19,6  Mill.). 

Vo  86 
25.  IX.    Phagocytäre  Zahl:  22,4  (L.  0,5  MiU.,  B.  87,9  MiU.). 

Vo  30 

8.  X.    Phagocytäre  Zahl:    15,S  (L.  0,8  MUL,  B.  24,3  MUL). 

%  60 
Dieselbe  Einspritzung  wiederholt. 
10.  X.     Phagocytäre  Zahl:    21,1  (L.  0,6  Mill.,  B.  37,8  MüL). 

%  34 

Eine   negative  Phase  wurde  also  nur  das  1.  Mal  beobachtet,  die 
positive  Phase  ist  deutlich. 

Gar  keine  negative  Phase,  auch  bei  der  1.  Einspritzung,  sahen 
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vrir    bei  zwei  anderen,  am  gleichen  Tage  wie  das  eben  erwähnte  ge- 
impften Kaninchen. 

d.  31.  Vm.     2  com  einer  48-stündigen  StaphylokokkenbouiUonkultur 
(1    Stunde  eo^). 

3.  IX.     Phagocytäre  Zahl:  14,9  (L.  0,8  Mül.,  B.  23,8  Mill.). 

7.  rX.  „  „       15,3  (L.  0,8     „       B.  14,7      „  ). 
12.  IX.     Dieselbe  EinspritzuD^  wiederholt. 

14.  IX.    Phagocytäre  Zahl:  H,l  (L.  0,9  Mill.,  B.  18,4  Mül.). 

18.  IX.  „  „       17,4  (L.  0,9     „  B.  19,6     „    ). 

25.  IX.  „  „       21,5  (L.  0,6     „  B.  32,9     „    ). 

8.  X  „  „       15,1  (L.  0,8     „  B.  24,3     „    ). 
Danach  dieselbe  Einspritzung. 

10.  X.     Phagocytäre    Zahl:    21,5  (L,  0,6     „       B.  37,3     „    ). 

Es  fehlt  die  negative  Phase,  die  positive  ist  deutlich. 
Ein  letztes  Kaninchen  zeigte  folgende  Werte: 

e.  31.  VIII.   2  ccm  einer  48-stünd.  StaphylokokkenbouiUonkultur  (1  Std. 
t>0  0,  intravenös). 

3.  IX.     Phagocytäre  Zahl:  15,1   (L.  0,8  Mill.,  B.  23,8  Mill.). 

7.  IX  „  „        Uß  (L.  0,8      „      B.  14,7      „  ). 

12.  IX.  0,6  ccm  einer  24-stündigen  Bouillonkultur  nicht  erhitzt, 
intravenös. 

14.  rX  Phagocytäre  Zahl:     3,8  (L.  0,9  Mill.,  B.  18,4  Mül.). 

18.  IX  „               „        I9ß  (L.  0,9      „      B.  19,6     ^    ). 

25.  IX.  „               „        15,5  (L.  0,6      „      B.  37,9     „    ). 

8.  X.  „               „        15,<  (L.  0,8      „      B.  24,3     „    ). 
Danach  wieder  0,6  ccm  lebende  Kultur  intravenös. 

10.  X.     Phagocytäre  Zahl:  3,C  (L.  0,6  Mül.,  B.  37,3  Mül.). 

Nach  der  Einspritzung  der  toten  Kultur  keine  Erniedrigung  der 
phagocytären  Zahl,  die  nach  jeder  Einspritzung  der  lebenden  Kultur 
erfolgt. 

Im  Anschluß  an  diese  Versuche  sei  eine  Beobachtung  am  Menschen 
erwähnt.  Es  handelt  sich  um  das  Serum  eines  OsteomyeUtiskranken  im 
akuten  Stadium ;  wir  verdanken  das  ganz  frische  Material  dem  Direktor 
der  chirurgischen  Klinik  des  städtischen  Krankenhauses,  Herrn  Prof. 
L.  Rehn.  Während,  wie  wir  gesehen  hatten,  das  aktive  Serum  nor- 
maler Menschen  eine  phagocytäre  Zahl  von  14,2  zeigte,  war  die  phago- 
cytäre Zahl  dieses  Osteomyelitikerserums  im  aktiven  Zustande  nur  3,3, 
ein  Zeichen,  daß  der  Patient  sich  in  der  negativen  Phase  befand. 

Wir  haben  noch  einige  weitere,  wenn  auch  aus  äußeren  Gründen 
nicht  genügend  zahlreiche  Versuche  über  die  negative  Phase  gemacht. 
Einmal  wäre  denkbar  gewesen,  daß  der  Grund  der  negativen  Phase 
nicht  das  Fehlen  des  normalen  Opsonins  wäre,  sondern  vielmehr  in 
dem  Erscheinen  eines  die  Phagocytose  hemmenden  Sto£fes  begründet 
sei.  Ein  Versuch  aber,  in  dem  wir  das  aktive  Normalserum  mit  dem 
aktiven    Serum    eines   in    negativer    Phase    befindlichen    Kaninchens 
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mischten,  zeigte,  dai>  die  phagocytftre  Zahl  des  aktiven  Normalserams 
nur  im  Verhältnis  der  Verdünnung  geändert  wurde;  das  Gleiche  ergab 
sich,  wenn  wir  das  Serum  des  Negativ-Phase-Eaninches  inakÜTierten 
und  dann  mit  normalem  aktiven  Eaninchensernm  mischten. 

Schließlich  haben  wir  zur  Prflfnng  der  Frage,  ob  die  negative  Phase 
spezifisch  sei,  einen  Versuch  gemacht. 

f.  Kaninchen  vor  dem  Versuch :  Phagocytäre  Zahl :  15,4 
Danach  intraArenOse  Injektion    von  0,6  ccm  Bouillonkultur  von  Bac- 
terium  coli 

Phagocytäre  Zahl  am  folgenden  Tage :  14,2 

g.  Ein  anderes  Kaninchen,  vor  dem  Versuche :  15,2 
Intravenöse  Injektion  von  0,5  ccm  eintägiger  Coli-BouiUonkoltnr. 
Phagocytäre  Zahl  am  nächsten  Tage :  15,2 

„  „am  folgenden  Tage :  15,2 

Das  so  charakteristische  Absinken  der  phagocytären  Zahl  gegen- 
über Staphylokokken,  das  wir  nach  Einspritzung  lebender  Staphylokokken- 
kultur  stets  haben  eintreten  sehen,  fehlt  nach  der  Einspritzung  lebeDder 
Golikultur. 

Wir  wissen  wohl,  daß  dieser  Versuch  insofern  unvollständig  ist^ 
als  nicht  erwiesen  ist,  daß  die  phagocytäre  Zahl  für  Coli  wirklich  ge- 
sunken war.  Immerhin  gibt  er  einen  Hinweis  für  die  spezifische  Natar 
der  negativen  Phase. 

Im  Gegensatz  zum  Opsonin  des  Normalserums  sind  die  opsonischen 
Substanzen  des  Immunserums  (bakteriotrope  Substanzen  Neüfelds) 
bekanntlich  thermostabil. 

Der  folgende  Versuch,  der  mit  dem  unerhitzten  und  mit  dem  aot 
58^  (1  Stunde)  erhitzten  Serum  eines  der  erwähnten  Immunkaninchens 
angestellt  wurde,  zeigt  die  bekannte  Erscheinung  deutlich : 

Serum  aktiv  Phagocytäre  Zahl :  21,4     (L.  0,5  Mül.  B.  R  18,3  MilL 

Serum  1  Std.  58  <>  erhitzt       „  „      2U  „  „ 

Ein  Immunserum  ist  also  von  einem  Normalserum  an  der  Thermo- 
Stabilität  der  opsonischen  Substanzen  sicher  zu  unterscheiden;  ein 
weiterer  Unterschied  liegt  in  der  H^ihe  der  phagocytären  Zahl,  die« 
wie  die  Versuche  zeigen,  höher  ist  als  beim  normalen  Tiere.  Gleichwohl 
wird  man  aus  der  Höhe  der  phagocytären  Zahl,  also  auch  aus  dem 
Verhältnis  der  phagocytären  Zahl  beim  Immuntier  zur  phagocytären 
Zahl  beim  Normaltier  (opsonischer  Index  von  Wrioht)  keine  direkten 
Schlüsse  auf  den  Stärkegrad  des  Serums  ziehen  können.  Das  wird 
nur  auf  dem  bei  unserem  quantitativen  Arbeiten  allein  möglichen 
Wege  der  Austitrierung  mittels  Verdünnung  des  Serums  möglich  sein. 
Dementsprechend  haben  wir  das  Serum  des  einen  Kaninchens,  das 
unverdünnt  die  phagocytäre  Zahl  21,6  zeigte,  verdünnt  und  ausge 
wertet. 
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Seramverdüiintuig 

Phagooytäre  Zahl 

1:10 

21,6 

1:60 

21,3 

1:100 

20,6 

1:600 

19,0 

1:1000 

16,0 

1:6000 

11,2 

1:10000 

4,7 

1:60000 

1,8 

Es  zeigte  sich  also,  daß  noch  das  1000-fach  verdünnte  Immunserum 
dieselbe  phagocytäre  Zahl  ergab,  wie  sie  das  Normalserum  zu  haben 
pflegt.  Und  selbst  das  auf  10000  und  sogar  auf  50000  verdünnte 
Serum  zeigt  noch  eine  Erhöhung  der  phagocytftren  Zahl  gegenüber  der 
Phagocytose  in  NaCl. 

Schließlich  haben  wir  noch  Sensibilisierungsversuche  mit  dem 
Immunserum  angestellt.  Wir  ließen  die  Bakterien  eine  Stunde  bei 
57^  in  Contakt  mit  dem  Immunserum,  zentrifugierten,  wuschen  mit 
NaCl  und  machten  dann  in  NaCl  den  opsonischen  Versuch: 

Das  benutzte  Immunserum  hatte  eine  phagocytäre  Zahl  von  21,5, 
die  sensibilisierten  Bakterien  ergaben  die  phagocytäre  Zahl  von  21^ 
(L.  0,8,  B.  22,4  MUL). 

Um  aber  dem  Einwand  zu  begegnen,  daß  etwa  noch  beim  Waschen 
zurückgebliebene  Spuren  freien  Serums  die  Sensibilisierung  vorgetäuscht 
hätten,  haben  wir  nicht  nur  mit  dem  Vollserum,  sondern  auch  mit  dem 
verdünnten  Immunserum  sensibilisiert.  In  der  folgenden  Tabelle  geben 
wir  die  phagocytären  Zahlen  wieder,  die  mit  dem  verdünnten  Serum 
an  sich  und  die  durch  Sensibilisierung  mit  dem  ebenso  verdünnten 
Serum  erhalten  wurden. 

Serum  direkt  geprüft  Staphylokokken  mit  der  entsprechen- 

den  Serumverdünnung   sensibilisiert 
anverdünnt  21,2  — 

1:2  —  21,8 

1 :  1000  15,9  16,2 

1:5000  11,2  7,6 

Also  auch  mit  dem  5000-fach  verdünnten  Immunserum  ist  eine  hoch- 
gradige Sensibilisierung  der  Bakterien  möglich. 

Analoge  Versuche  wurden  mit  unserem  Immunserum  (Kaninchen) 
und  toten  (1  Stunde  60^)  Staphylokokken  gemacht,  und  zwar  wurde  in 
folgendem  Versuch  das  volle  Immunserum  teils  aktiv,  teils  inaktiv 
(VjStd.  58^)  benutzt. 

Tote  Staphylokokken  (1  Std.  60  «) 
B.  19,2  Mill.     akt.  Immunserum :  phagocytäre  Zahl :  22,5 
L.    0,5  Mill.  inakt.  „  »  „       22,1 

Dieselbe  Thermostabilität  zeigte  sich  in  einem  Sensibilisierungs- 
versuch,  der  entsprechend  dem  früher  erwähnten  Sensibilisierungsver- 

2* 
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such  mit  normalem  Serum  angestellt  wurde;  die  lebenden  Staphylokokken 
wurden  also  eine  Stunde  lang  bei  37^  mit  Immunserum  sensibilisiert 
dann  zentrifugiert  und  tüchtig  gewaschen,  schließlich  eine  Stunde  auf 
60^  erhitzt  und  dann  zum  Versuch  benutzt;  die  erhaltene  phagocytäre 
Zahl  war  22,4. 

Außer  unserem  selbstgewonnenen  Immunserum  (Kaninchen)  habec 
wir  noch  das  im  Handel  erhältliche  Antistaphylokokkenserum  der  Hrma 
RuETE  und  Enoch  in  Hamburg,  das  vom  Pferd  stammt,  zu  Versuchen 
herangezogen.  Als  Kontrollen  dienten  normales  aktives  Pferdeserum 
und  das  gewöhnliche  Diphtherieserum. 

Antistaphylokokkenserum  Normal-Pferdeseram  Diphtherieseram 

aktiv 

Verdünnung  1  :  10       —  15,2  — 

1  :  100     21,9  3,7  2,8 

1  :  1000  16,3  0,4  0,4 

Das  Antistaphylokokkenserum  ist  also  auch  unserem  Stamm  gegen- 
über ein  Immunserum. 

Aus  besonderen  Gründen  haben  wir  noch  das  ebenfalls  der  Fabrik 
Rüete-Enoch  entstammende,  sogenannte  DEUTSCHMANN-Serum,  gleicb- 
falls  vom  Pferd  gewonnen,  zur  Kontrolle  herangezogen. 


Verdünnung 

Phagocytäre  Zahl 

unverdünnt 

16,1 

1:10 

15,2 

1:50 

6,8 

1:100 

3,7 

1:1000 

0,4 

Ein  Sensibilisierungsversuch  mit  DEüTSCHMANN-Serum  ergab  die 
phagocytäre  Zahl:  3,2. 

Zu  diesen  Versuchen  ist  folgendes  zu  bemerken :  Aus  dem  Sen- 
sibilisierungsversuch ergibt  sich,  daß  keine  direkte  Beziehung  zwischen 
Staphylokokken-  und  dem  DEUTscHMANN-Serum  besteht;  das  Deutsch- 
MANN-Serum  vermag  Staphylokokken  nicht  zu  opsonieren.  Aus  dem  l. 
Versuch  mit  DEUTSCHMANN-Serum  folgt  aber,  daß  es  gleichwohl  die 
Phagocytose  zu  verstärken  vermag ;  eine  andere  Versuchsanordnung  liei 
diese  verstärkende  Wirkung  des  DEUSCHMANN-Serums  deutlich  erkenneD. 
Wenn  wir  Staphylokokken  mit  Immunserum  sensibilisierten  and  nach 
Abzentrifugieren  mit  Leukocyten  und  DEUTSCHMAKN-Serum  bezw. 
Normalserum  versetzten,  so  mußte  die  verstärkende  Wirkung  deatlioh 
werden. 

Wir  sensibilisierten  die  Bakterien 

1)  mit  dem  halbverdünnten 

2)  mit  dem  öOOO-fach  verdünnten  Immunserum, 

und  benutzten  das  DEUTSCHMANN-Serum  bezw.  Normalsemm  in  100- uDd 
1000-facher  Verdünnung. 
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A.  Sensibilisierung  mit  halbverdünntem  Immunserum. 

Fhagocytäre  Zahl  bei  Zusatz  von  Pferdeserum     (1 :  ICX))     19,7 

DBUTSCHMANN-Serum     (1 :  100)     21,3 

B.  Sensibilisierung  bei  5000-fach  verdünntem 
Immunserum. 

Fhagocytäre  Zahl  nach  Zusatz  von 

aktives  Normal-Pferdeserum          (1 :  100)  7,9 

DBUTSCHMANN-Serum                       (1 :  100)  13,0 

(1 :  1000)  9,9 


wir 


Auf  diese  besondere  Eigenschaft  des  DEUTSCHMANN-Serums  werden 

noch  im  Abschnitt  E  zurückkommen. 

Zum  Schluß  sei  noch  ein  Protokoll  mitgeteilt,  das  die  phago- 
cytären  Zahlen  des  Serums  eines  Kaninchens  während  der  Immunisierung 
zeigt  Und  zwar  wurde  das  Serum  sowohl  aktiv  wie  inaktiv  und  quan- 
titativ untersucht. 


Fhagocytäre  Zahl 

Tor  dem  Versuch 

aktiv  16,2     inaktiv  0,8  dann 

Impfung  von  0,5  ccm  einer  24-8td, 

Bonillonkultur  intravenös 

2  Tage  später 

aktiv          inaktiv 

SemmTerdfinnang 

1:2 

4,0               0,4 

1:4 

3,9                - 

1:8 

3,8                - 

1:16 

3,7                 - 

2  Tage  später 

SemmTerdünnang 

1:2 

12,1                3,6 

1:4 

8,2                1,1 

1:8 

6,1                1,0 

1:16 

5,0                0,4 

2  Tage  später 

Serumverdünnang 

1:2 

16,7              15,9 

1:4 

16,6              16,8 

1:8 

16,4              16,7 

1:16 

16,3              16,6 

Der  Versuch  lehrt  mancherlei :  Einmal  zeigt  das  inaktivierte  Serum, 
und  nur  dieses,  den  Gang  der  Entstehung  des  spezifischen  Immun- 
opsonins  (Bakteriotropine  Neüfelds).  Denn  am  4.  Tage  nach  der 
Impfung  beginnt  ein  thermostabiles  Immunopsonin  aufzutreten,  das 
am  6.  Tage  bereits  reichlich  vorhanden  ist.  In  dieser  Zeit  ist  aus  dem 
Versuch  mit  dem  aktiven  Serum  nicht  zu  erkennen,  ob  ein  normales 
oder  ein  immunisatorisch  entstandenes  Opsonin  vorliegt;  wird  die 
Inaktivierung  angewendet,  so  ist  der  Unterschied  evident,  ein  normales 
Opsonin  wäre  verschwunden,  ein  immunisatorisch  entstandenes  leidet 
unter  der  Inaktivierung  fast  gar  nicht.    Am  4.  Tage  nach  der  Impfung 
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ist  ein  beträchtlicher  Unterschied  in  den  Werten  des  aktiven  und 
inaktiven  Serums  zu  konstatieren ;  dies  ist  augenscheinlich  damit  zn 
erklären,  daß  außer  der  Neuentstehung  des  Immunopsonins  noch  das 
normale  Opsonin,  das  in  der  negativen  Phase  verschwanden  war, 
wiederkehrt 

Es  gelingt  somit  bei  gleichzeitiger  Untersuchung  von  aktivem  und 
inaktivem  Serum  festzustellen: 

1)  Da£  überhaupt  keine  Infektion  gegenüber  dem  betrefPenden  Bakt^um 
vorliegt  (normales  Tier). 

Aktives  Serum   ergibt  normale  Zahl, 
inaktives  Serum   ergibt   fast  0. 

2)  Daß  znr  Zeit  der  Untersachung  eine  starke  Durchseuchung  mit  dem 
betreffenden  Bakterium  stattfindet  (negative  Phase). 

Aktives  Serum  ergibt  sehr  niedrige  Werte, 
inaktives  Serum  ergibt  fast  0. 

3)  Daß  immunisatorisch  entstandene  StofiPe  nachweisbar  sind. 
Aktives  Serum  ergibt  ann&hernd  normale   Werte, 

inaktives   Serum   ergibt  je   nach   dem  Zeitpunkt  verschieden  hoiie 
Werte,  aber  stets  höhere,  als  normales  inaktives  Serum. 

Diese  gleichzeitige  Untersuchung  von  aktivem  und  inaktivem  Sernm 
würde  also  nicht  nur  die  Art  der  Infektion,  sondern  auch  die  Periode, 
in  welcher  der  Patient  sich  befindet,  erkennen  lassen. 

E.  Ueber  Leokocytenstlmalantien. 

Das  Wesentlichste  der  NEUFELDschen  Studien  besteht  bekanntlich 
in  der  Erkenntnis,  daß  die  Immunopsonine  direkt  auf  die  Bakteriau 
nicht  aber  direkt  auf  die  Leukocyten  wirken.  Daß  die  opsonischen 
Substanzen  nur  eine  direkte  Verwandtschaft  zu  den  Bakterien,  nicht 
aber  zu  den  Leukocyten  haben,  läßt  sich  leicht  zeigen.  Wir  haben 
Leukocyten  mit  inaktivem  Immunserum  eine  Stunde  in  Eontakt  bd 
37  ^  gelassen,  zentrifugiert,  gewaschen  und  dann  in  physiologischer  Koch- 
salzlösung mit  den  Staphylokokken  zusammen  gebracht.  Die  resnl- 
tierende  phagocytäre  Zahl  war  0,4.  Solche  direkt  auf  die  Leukocjten 
wirkende  Stoffe  hat  man  nach  METSCHNiKOFFschem  Vorgange  als 
Stimuline.zu  bezeichnen;  wir  nennen  sie,  da  wir  im  allgemeinen  mit 
körperfremden  Stoffen  gearbeitet  haben,  Stimulantien.  Bei  unserer  Art 
der  Technik  war  es  möglich,  auch  diese  Seite  der  Phagocytose  bei  Ver- 
wendung von  Arzneistoffen  etc.  quantitativ  zu  verfolgen.  Um  über  die 
in  Betracht  kommenden  Mengenverhältnisse  der  zu  untersuchenden  Stoffe 
einen  ungefähren  Anhalt  zu  besitzen,  schienen  Vorversuche  mit  ein- 
facherer Technik  am  Platze.  Wir  wählten  dazu  die  Phagocytose  von 
Ochsenblutkörperchen  (0,5  ccm  einer  5-proz,  Aufschwemmung  in  physio- 
logischer NaCl-Lösung)  durch  Kaninchenleukocyten  (0,5  ccm  einer  in  der 
beschriebenen  Weise  her  gestellten  Aufschwemmung)  unter  Zusatz  von 
einem  spezifischen  inaktiven  Immunserum  (0,2  ccm  Serum  eines  mit 
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Ochsenblut  vorbehandelten  Kaninchens).  Nach  einstündigem  Aufenthalt 
der  Proben  bei  37^  erfolgte  Untersuchung  im  hängenden  Tropfen.  Aus 
dem  Verhältnis  der  Zahl  der  Leukocyten  mit  Phagocytose  zu  der  Gesamt- 
zahl der  Leukocyten  erhielt  man  ein  ungefähres  Bild  von  den  Mengen- 
yerhältnissen,  in  denen  die  einzelnen  Stoffe  angewendet  werden  mußten ; 
und  für  jeden  Stoff  stellten  wir  uns  auf  diese  Weise  eine  Kurve  hert 
deren  Höchstpnnkt  diejenige  Konzentration  des  Stoffes  zeigt,  bei  der 
uns  die  Phagocytose  der  Erythrocyten   die  reichlichste  zu  sein  schien. 

So  lag  z.  B.  das  Maximnm  der  Phagocytose  bei 

Chinin,  hydrochloric.  (1  Proz.  in  Wasser  mit  ganz  geringem  HCl- 

Zusatz  gelöst)  bei  der  Verdünnung  1 :  128. 
Alkohol  absol.  bei  der  Verdünnung  1 :  512, 
Nacleinsäure  (2  Proz.)  bei  1:2, 
Pepton  Witte  (1  Proz.)  bei  1 :  256  etc. 

Unter  Berücksichtigung  dieser  Resultate  wurde  nun  die  erste 
Yersuchsserie  so  angestellt,  daß  zu  Staphylokokken  und  Leukocyten 
(in  physiologischer  NaCl-Lösung)  fallende  Mengen  der  verschiedenen 
Stoffe  zugesetzt  wurden. 

Z.  B.  Bakterienemulsion  (19,6  MiU.  in  1  cmm)     1      com 
Leukocyten  (  0,7  Mill.  in  1  cmm)     0,5 


phys.  NaCl-Lösong 

1,0     „ 

Ghininlösozig' 

0,5     „ 

CbininldanDg  1% 

Phagocytäre  Zahl 

0 

0,8 

rerdUnnt  1 :  SO  davon  0,6 

0,2 

1:90       „      0,5 

6,0 

1:270     „      0,6 

2,0 

Nokleinsänre  2  7, 

0 

0,8 

0,5 

0,8 

verdüimt  1 : 2  davon  0,5 

6,2 

1:4      „      0,6 

2,2 

Man  ersieht,  daß  Chinin  in  der  Menge  von  0,5  der  30-fachen  Ver- 
dünnung die  phagocytäre  Zahl  herabsetzt,  also  in  dieser  Konzentration 
noch  als  Leukocytengift  wirkt.  Bei  entsprechender  Dosis  aber  zeigt 
sich  eine  deutliche  und  erhebliche  Erhöhung  der  phagocytären  Zahl, 
die  bei  weiterer  Verdünnung  wieder  sinkt. 

Es  braucht  wohl  kaum  betont  zu  werden,  daß  diese  Zahlen  keine 
absoluten  sind,  sondern  nur  für  die  gewählte  Versuchsanordnung  (Zeit !) 
gelten.  Immerhin  zeigen  sie  deutlich  die  zahlenmäßig  festgestellte 
Stimulation  der  Leukocyten.  Nur  aus  äußeren  Gründen  war  es  uns 
anmöglich,  die  optimalen  Punkte  der  Wirkung  der  benutzten  Stoffe 
genauer  auszutitrieren. 

Bei  der  Widitigkeit  dieser  Feststellungen  schien  es  geboten,  die 
gleichen  Versuche  nicht  nur  in  physiologischer  NaCl-Lösung,  sondern 
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auch  unter  Bedingungen  anzustellen,  welche  an  sich  zur  Phagocjtose 
fahren.  Es  galt  also  die  opsonische  Wirkung  z.  B.  des  Normalsenuns 
durch  die  gefundenen  Leukostimulantien  zu  erhöhen. 

1.  Verflach. 

Staphylokokken  (19,6  MilL)                   1,0 

akt  Normalfleram  1,0 

Leakocyten  (0,9  Hill,  in  1  cmm)  0,5 

Chinlnlösang  0,6 

Ghininlösang  1  %  Phagocyt&re  Zahl 

0  16,0 

1 :  30  davon  0,6  4,7 

1:90       „       0,6  19,6 

1:270     „       0,6  16,6 

Der  gleiche  Versuch  mit  2-proz.  Nucleinsäure  L.  0,5  Mill.  B.  22,5  MAL 

Nakleins&are  2  %  Phagocytäre  Zahl 

0  16,0 


0,5 

18,2 

1 

2  davon  0,5 

21,7 

1 

:  4       „      0,5 

17,3 

1 

:8       „      0,5 

16,0 

Es  zeigt  sich  das  gleiche  Phänomen:  Chinin  in  zu  großer  Dosis 
setzt  die  phagocytäre  Zahl  herab,  in  richtiger  Menge  erhöht  es,  ebenso 
wie  die  Nucleinsäure,  die  phagocytäre  Zahl  um  etwa  25  Proz. 

Das  gleiche  Resultat  zeigt  sich  bei  Anwendung  von  Immanserum. 

Staphylokokken  87,3  Mill. )  .     , 

T      i.      X  r\\%  >  in  1  cmm 

Leakocyten  0,6      „     J 

plus  Immonserom  Phagocytäre  Zahl  21,6 

plus  Immunserom  plas  Chinin  1  %  ^  •  ^  davon  0,6  25,9 

plus  Immanseram  plus  Nacleinsäure  2  <yo  ^'^  davon  0,6  26,1 

Und  schließlich  wurde  der  gleiche  Versuch  mit  inaktiviertem,  also 
unwirksamem  Normalserum  ausgeführt. 


L.  0,85  Mill. 

B. 

22,4  Hill,  in  1  cmm 

Chinin  1  % 

Phagocytäre  Zahl 

erdünnt  1 :  30  davon  0,5 

0,2 

1:90       „      0,5 

5,2 

1:270     „      0,5 

2,1 

Nucleinsäure  2  7o 

0,5 

0,8 

verdünnt  1 : 2  davon  0,5 

5,3 

1:4       „      0,5 

2,2 

Aus  besonderen  Gründen  schien  es  uns  noch  wesentlich^  diese  Ver- 
suche mit  sensibilisierten,  wenn  möglich  schwach  sensibilisierten  Staphylo- 
kokken zu  wiederholen.  Wir  haben  deshalb  in  gewöhnlicher  Weise 
Staphylokokken  mit  unserem  Immunserum  —  aber  in  5000-facher  Ver- 
dünnung angewendet  —  bei  37®  eine  Stunde  in  Kontakt  gelassen,  dann 
mehrmals  zentrifugiert  und  gewaschen.    Auf  diese  Weise  wurde  eine 
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Eleihe  von  Versuchen  derart  angestellt,  daß  1,0  ccm  Bakterien  +  0,5  ccm 
Leukocyten  -|-  0,5  ccm  der  zu  untersuchenden  Lösung  gemischt  und 
in  gewöhnlicher  Weise  untersucht  wurden. 

Ch 


binin.  hydrochlor.  1  ^o  ^• 

L. 

22,7 
0,66 

Phagocytäre  Zahl 

0 

7,6 

1 :  SO  davon  0,5 

0,2 

1:90       „      0,6 

12,3 

1:270     „       0,5 

9,2 

Nuoleinsanre  2%  B.  22,6 

L.  0,64 

0 

7,2 

1 :  2  davon  0,6 

12,0 

1:4       „      0,5 

9,0 

Am  selben  Tage  wurde  ein  Versuch  mit  folgenden  3  Stoffen  gemacht: 

Alkohol  absol.  B.  22,6 
L.  0,54 

Konzentration  Phagocytäre  Zahl 

0  7,2 

1 :  300  davon  0,5  2,1 

1:600      „       0,5  13,2 

1:900      „       0,5  11,1 

Jodkalium  1:1000    „       0,5  12,5 

1:1600    „       0,5  9,7 

Staphylolysin  (das  bekanntlich  im  Leukocidin 

ein  starkes  Leukocytengift  besitzt) 

1 :    600  davon  0,5  12,1 

1  :  1000       „       0,5  9,1 

Ferner:  Pepton  Witte  1  ^U  L.  0,7 

B.  22,5 

0  7,1 

1:200  davon  0,5  3,1 

1 :  400       „       0,5  16,1 

1:800       „       0,5  10,4 

Es  geht  aus  diesen  Versuchen  hervor,  daß  mit  Opsonin  beladene 
Staphylokokken  von  den  Leukocyten  reichlicher  bei  gleichzeitiger  An- 
wesenheit von  Leukostimulantien  aufgenommen  wurden;  und  diese 
Leukostimulation  findet  sich  sowohl  dem  Normal-  wie  dem  Immun- 
opsonin  gegenüber,  sie  ist  auch  ohne  jedes  Opsonin  nachweisbar. 

Ordnen  wir  unsere  Leukostimulantien  nach  dem  Höhepunkt  der 
phagocytären  Zahl,  den  wir  damit  erzielt  haben,  so  steht  an  der  Spitze 
das  Pepton,  das  in  der  Konzentration  1:160000  eine  Erhöhung  der 
phagocytären  Zahl  von  7,1  auf  16,1  bewirkt  hat.  Man  wird  dabei  an 
die  Wirkung  der  Verdauung  denken,  die,  wie  aus  den  Ver- 
suchen zu  schließen  ist,  eine  direkte  Leukostimulation 
bewirkt 

Nicht  ohne  Interesse  ist   auch  der  Staphylolysinversuch ;  er  zeigt 
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daß  auch  die  bakteriellen  Leukocytengifte  in  entsprechender  Dosis 
Leukostimulantien  sind,  und  es  wäre  interessant,  das  Tuberkulin  nach 
dieser  Richtung  zu  untersuchen  ^).  Wer  in  der  Phagocytose  einen  Heilangs- 
Yorgang  infolge  Eliminierung  der  Krankheitserreger  sieht,  wird  in 
unseren  Versuchen  die  experimentelle  Stütze  für  die  Anschanang 
finden,  daß  Bakterien  durch  die  leukostimulierende  Eigenschaft  ihrer 
Produkte  zu  ihrer  eigenen  Eliminierung  und  Zerstörung  beitragen. 

Im  Zusammenhang  mit  diesen  Versuchen  steht  auch  der  p.  20  er- 
wähnte Versuch  mit  dem  DEUTSCHMANN-Serum.  Daß  das  Deutsch- 
MAKN-Serum  kein  Staphylokokkenopsonin  enthält,  haben  wir  gezeigt, 
aber  andererseits  festgestellt,  daß  es  zu  den  Leukostimulantien  gehört 
Es  liegt  auf  Grund  unserer  Nucleinsäureversuche  nahe,  auch  die 
Wirkung  des  DEUTSCHMANN-Serums  auf  Nucleine  zu  beziehen;  denn 
es  wird  ja  bekanntlich  von  Pferden  gewonnen,  die  kurze  Zeit,  nachdem 
ihnen  enorme  Mengen  von  Hefe  einverleibt  sind,  zur  Ader  gelassen 
werden.  Es  wäre  dies  die  erste  plausible  Erklärung  für  die  nach  einer 
Reihe  von  Berichten  vorhandene  günstige  Wirkung  des  Deütschman^- 
Serums. 

Unsere  Versuche  über  Leukostimulation  lassen  an  eine  kombinierte 
Therapie  denken,  bei  der  spezifische  Sera  und  gleichzeitig  Leuko- 
stimulantien in  Anwendung  kommen. 

Zasaminenfassung. 

A.  B.  Zur  Methode. 

1)  Für  quantitative  experimentelle  Untersuchungen  der  Opsoninfrage 
eignet  sich  für  Staphylokokken  unsere  Methode  der  „Restzählung''. 

2)  Tote  Staphylokokken  werden  in  Kochsalzlösung,  in  Normal- 
serum und  in  Immunserum  mehr  phagocytiert,  als  lebende  Staphylo- 
kokken, ebenso  wie  ältere  Kulturen  mehr  phagocytiert  werden,  als  24- 
stündige  Kulturen. 

3)  Bei  unserer  Versuchsanordnung  ist  in  30  Minuten  die  Phago- 
cytose im  wesentlichen  beendet. 

4)  Durch  unsere  Chininkontrollen  wurde  gezeigt,  daß  die  Vitalität 
der  Leukocyten  ausschlaggebend  für  das  Verschwinden  der  Bakterien 
aus  dem  Filtrat  war. 

5)  Bei  gleichbleibender  Bakterien-  und  Serummenge  kann  die  Zahl 
der  Leukocyten  um  das  4-fache  vermindert  werden,  ohne  daß  die  phago- 
cytäre  Zahl  sich  ändert. 

6)  Die  WRiGHTsche  Methode  der  Bakterienzählung  ist  bei  einiger 
Uebung  sehr  verläßlich. 


1)  Zusatz  während  der  Korrektur:     Galmbttb   berichtet   über  solche 
Versuche  (Compt.  rend.  de  la  soc.  de  biol.,  1907). 
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7)  Ein  Vergleich  zwischen  unserer  Restzahlung  und  der  direkten 
Zählung  der  phagocytierten  Bakterien  ergab  keine  erheblichen  Diffe- 
renzen. 

C.  Normalopsonine. 

1)  13  Sera  von  normalen  Kaninchen  zeigten  in  aktivem  Zustande 
Werte  von  15,0—15,9. 

2)  6  EontroUversuche  in  physiologischer  NaCl-Lösung  die  Zahlen 
0,1—0,8. 

3)  Bei  20'facher  Verdünnung  sinkt  die  phagocytäre  Zahl  des  Normal- 
serums auf  8,6  —  bei  200-facher  Verdünnung  auf  1,2  —  bei  400-facher 
Verdünnung  ist  ein  höherer  Wert  als  in  Kochsalzlösung  nicht  mehr 
nachweisbar. 

4)  Die  untersuchten  Sera  von  Mensch,  Pferd,  Rind,  Meerschweinchen 
zeigten  Werte  von  14,2—15,7. 

5)  Inaktiviert  zeigten  dieselben  Sera  einen  Wert  von  0,2 — 0,7. 

6)  Durch  Absorption  mit  lebenden  oder  toten  Staphylokokken  ver- 
schwindet das  Opsonin  aus  dem  Normalserum  bis  auf  einen  Rest,  der 
nicht  absorbierbar  zu  sein  scheint.  Dieser  Restkörper  scheint  reich- 
lich vorhanden  zu  sein  und  ist  vielleicht  kein  Opsonin,  sondern  ein 
Stimulans. 

7)  Die  zur  Absorption  verwendeten  Bakterien  sind  opsoniert  und 
bleiben  es,  auch  wenn  sie  nach  der  Sensibilisierung  auf  58  ®  (1  Stunde) 
erhitzt  werden.  Die  durch  das  Opsonin  gesetzte  Veränderung  ist  also 
im  Gegensatze  zu  dem  diese  Veränderung  bewirkenden  Normalopsonin 
selbst  thermostabil. 

D.  Immunopsonine  (Bakteriotropine  Neüfelds). 

1)  Die  Opsonine  des  Immunserums  sind  thermostabil. 

2)  Ein  hochwertiges  Immunserum  zeigt  eine  höhere  phagocytäre 
Zahl,  als  ein  Normalserum. 

3)  Die  Wertigkeit  eines  Immunserums  läßt  sich  aber  nicht  aus 
dem  Werte  der  phagocytären  Zahl  des  unverdünnten  Serums,  sondern 
nur  durch  Austitrieren  des  Serums  mittelst  der  Verdünnung  erkennen. 

4)  Noch  mit  1000-  und  mit  5000-fach  verdünntem  Immunserum 
war  eine  starke  Sensibilisierung  möglich. 

5)  Die  gleichen  Versuche  waren  mit  bei  60^  (1  Stunde)  abgetöteten 
Staphylokokken  möglich. 

6)  Das  im  Handel  befindliche  Staphylokokkenserum  erwies  sich  als 
spezifisch  opsonierend. 

7)  Das  Serum  von  Deutsghmann  hatte  ebenfalls  eine  die  phago- 
cytäre Zahl  steigernde  Kraft,  hatte  aber  keine  spezifische  Affinität  zu 
den  Staphylokokken.  Seine  opsonische  Wirkung  muß  andere,  noch  zu 
besprechende  Ursachen  haben. 

8)  Aus  dem  Vergleiche  der  phagocytären  Zahlen  des  aktiven  und 
des  inaktiven  Serums  läßt  sich  nicht  nur  die  Art  der  Infektion  er- 
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kennen,  sondern  auch  ersehen,  ob  zur  Zeit  der  Untersuchung  die  ^nega- 
tive  Phase'^  besteht,  oder  ob  bereits  immunisatorische  Reaktionen  ein- 
gesetzt haben. 

9)  Nach  intravenöser  Einspritzung  lebender  Staphylokokken  haben 
wir  in  den  folgenden  Tagen  stets  eine  sehr  deutliche  ^negative  Phase" 
beobachtet.  Nach  Einspritzung  lebender  Golikultur  haben  wir  keioe 
negative  Phase  gegenüber  Staphylokokken  beobachtet  Bei  Injektion 
toter  Staphylokokken  waren  die  Ergebnisse  unregelmäßig.  Bei  einem 
an  akuter  Osteomyelitis  leidenden  Menschen  haben  wir  gleichfalls  eine 
außerordentlich  geringe  phagocytäre  Zahl  beobachtet. 

E.  Leukostimnlantien. 

1)  Eine  Reihe  von  Stoffen,  die  in  großer  Dosis  Gifte  f&r  die  Leoko- 
cyten  sind,  vermögen  in  entsprechend  geringer  Dosis  die  phagocTtire 
Kraft  der  Leukocyten  zu  stimulieren. 

2)  Auf  diese  Weise  läßt  sich  die  phagocytäre  Zahl  sowohl  in  physio- 
logischer NaCl-Lösung,  wie  in  aktivem  Normalserum,  wie  in  Immun- 
serum,  wie  auch  schließlich  gegenüber  sensibilisierten  Bakterien  er- 
heblich steigern. 

3)  Zu  diesen  Leukostimnlantien  gehören  z.  B.  das  Pepton  (Ver- 
dauung I),  die  Nucleinsäure,  das  Chinin,  das  Jodkalium  etc. 

4)  Die  in  vitro  nachweisbare  stimulierende  Wirkung  des  Deutsch- 
MANK-Serums  ist  wohl  auf  den  Nucleingehalt  zu  beziehen. 


Fütterung  von  Mäusen  mittelst 
Magensonde*). 

Von 

Dr«  Lewis  Hart  Marks  (aus  New  Orleans), 

früherem  Assistenten  der  Abteilung. 
Hierzu  4  Abbildungen. 


1)  Eine  entsprechende  Arbeit  habe  ich  im  ,,Journal  of  experimental 
Tnedicine"  VoL  10,  No.  1,  Januar  1908,  New  York,  in  englischer  Sprache 
«rscheinen  lassen. 


rür  viele  experimentelle  Zwecke  ist  es  wichtig,  Mäuse  mit  be- 
stimmten Quantitäten  von  Substanzen  zu  füttern.  Die  bisher  in  Be- 
tracht  kommende  Methode  der  Verabreichung  von  gewogenen  Mengen 


Fig.  1. 


Fig.  2. 

Cakes,  mit  welchen  die  Substrate  vermengt  sind,  welche  bekanntlich 
von  Ehrlich  stammt  (Deutsche  med.  Wochenschr.,  1891,  p.  976),  reicht 
für  die  meisten  Fälle  gewiß  völlig  aus,  ist  aber  natürlich  von  dem  Appetit 
(ler  Tiere  abhängig.    Ich   habe  nun  die  direkte  Magensondierung  aus- 
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probiert  und  mich  davon  überzeugt,  daß  bei  geeignetem  Instrumentarium 
eine  sehr  geringe  Uebung  erforderlich  ist,  um  ganze  Serien  von  Miuseo 
intrastomachal  in  kurzer  Zeit  zu  füttern;  es  ist  dabei  ein  gemues 
quantitatives  Arbeiten  möglich,  da  die  Mäuse  nicht  vomieren. 

Die  eigentliche  Magensonde  (cf.  Fig.  1)  besteht   aus  einem  ganz 
feinen  Seidenkatheter,  etwa  von  der  Art  der  Ureterenkatheter,  6V2  cm 


Fig.  3. 


Fig.  4. 


lang  und  an  einem  Ende  mit  einem  Kanülenansatz  versehen,  welcher 
auf  das  untere  Ende  einer  gewöhnlichen  Pravaz- Spritze  paßt  Das  freie 
Ende  der  Magensonde  ist  abgerundet,  um  Verletzungen  zu  vermeiden. 
(F.  und  M.  Laütenschläger,  Frankfurt  a.  M.)  Die  Katheter  sind 
lange  gebrauchsfähig;  sie  werden  zweckmäßig  nach  jeder  Benutzung 
mit  Alkohol  durchgespült. 

Zur  Sondierung  muß  die  Maus  von  einem  Assistenten  an  der  losen 
Haut  des  Kopfes  und  dem  Schwanz  gehalten  und  so  gerade  gerichtet 
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Y^erden.  Dann  wird  eine  leichte  Pinzette  geschlossen  zwischen  die 
Kiefer  eingeführt  und  durch  Oeffnen  der  Pinzette  das  Maul  mäßig  weit 
geöffnet.  Die  mit  Wasser  angefeuchtete  Magensonde  wird  in  der  Mitte 
gefaßt  und  seitlich  neben  der  Zunge  mit  ganz  leichtem  Druck  nach 
hinten  eingeführt;  sie  gleitet  gewöhnlich  sofort  in  die  Speiseröhre,  eine 
Verirrung  in  die  Luftröhre  ist  uns  niemals  vorgekommen.  Wenn  die 
Sonde  genügend  tief  eingeführt  ist,  wird  die  Spritze  gefüllt,  angesetzt, 
entleert,  mit  etwas  Kochsalzlösung  nachgefüllt,  wieder  angesetzt  und 
wieder  entleert;  danach  wird  die  Sonde  herausgezogen.  Man  kann 
leicht  1—2  ccm  Flüssigkeit  einspritzen  und  sieht  bei  genügender  Menge 
deutliche  Vorwölbung  des  Magens  (vgl.  Fig.  2,  3,  4). 

Anwendung  bei  einigen  Stoffen. 
Im  folgenden  seien  einige  Stoffe  angeführt,  deren  wir  zu  bestimmten 
Versuchen  bedurften.  Als  Maximumdosis  ist  diejenige  Menge  anzu- 
sehen, die  bei  einer  Anzahl  von  Mäusen  (17—25  g)  noch  gegeben 
werden  konnte,  ohne  daß  je  der  Tod  eintrat;  die  letale  Dosis  ist  die 
sicher  tödliche. 


Calomel  (in  Sospension) 

Letale  Dosis 

0,005  g 

Maximale  Dosis  0,002  „ 

Salzsäure 

Let.  D. 

0,5  ccm 

einer  6-proz. 
Lösung 

Max.  D. 

0,5  com 

einer  5-proz. 
Lösung 

Chin.hydroohlor.in30/oHCl  Let.  D. 

0,1 

Max.  D. 

0,08 

Jodkalinm 

Let.  D. 

0,03 

Max.  D. 

0,01 

Natr.  salicjl. 

Let.  D. 

0,035 

Max.  D. 

0,02 

NatrinmstiMt 

Let.  D. 

0,2 

Max.  D. 

0,09 

Nairiamsalfat 

Let  D. 

0.2 

Max.  D. 

0,08 

Magnesinmsalfat 

Let.  D. 

0,4 

Max.  D. 

0,2 

Antipyrin 

Let.  D. 

0,04 

Max.  D. 

0,01 

Sublimat 

Let.  D. 

0,0007 

Max.  D. 

0,0004 

Strychnin 

Let.  D. 

0,00005 

Max.  D. 

0,00003 

Faramidophonylarsinsanrea 

i   Let.  D. 

0,04 

Natrinm  (Atoxyl) 

Max.  D. 

0,02 

Acetjl-paramidophenyl- 

Let.  D. 

0,3 

arsinsaores  Natrinm 

Max.  D. 

0,1 

Ehrlich.  Axbdtea  lY. 
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Morphin,  hydrochlor. 

Let.  D. 

0,02 

Max.  D. 

0,006 

Knpfersalfat 

Lat.  D. 

0,006 

Max.  D. 

0,002 

Arsenigsanr.  Na. 

Let.  D. 

0,0005 

Max.  D. 

0,00026 

Alkohol  absol. 

Let.  D. 

1  ccm  20-proz.  Lösnng  pro 

20  g  Haas 

Max.  D. 

1  ccm  14-proE.  Lösnng  pro 

20  g  Maos 

Sicher  einBchl&femde  Dos. 

1  ccm  13 

-proz. 

Lösung  pro  20  g  Hans 

Fütterungsstudien  an  Mäusen  mit 
einem  Bacillus  der  Paratyphusgruppe. 

Von 

Dr.  Lewis  H.  Marks  (aus  New-Orleans), 

früherem  Assistenten  der  Abteilung. 


im  weiteren  Verlaufe  der  seit  Jahren  fortgesetzten  Studien  über 
die  Bakterien  der  Paratyphusgruppe  ^)  schien  es  zweckmäßig,  an  einem 
größeren  Tiermateriale  Fütterungsversuche  anzustellen;  denn  es  gibt 
nicht  viele  Bakterienarten,  mit  denen  in  gleich  bequemer  Weise  zu 
arbeiten  ist,  die  mit  gleicher  Regelmäßigkeit  bei  dieser  Art  der  Ein- 
verleibung die  Mäuse  töten  und  so  leicht  im  Kadaver  zu  identifizieren 
sind.  Dazu  kommt,  daß  die  gefQtterten  Tiere  erst  nach  einer  mehr- 
tägigen Inkubation  sterben  unter  Erscheinungen  —  wie  Diarrhöe,  Hä- 
morrhagien  im  Darme,  sogar  mit  Darmperforationen,  wie  wir  beobachten 
konnten  —  die  an  den  menschlichen  Typhus  erinnern.  Und  auch  das 
immer  noch  ungeklärte  Inkubationsstadium  schien  sich  bei  der  Ver- 
fütterung  dieser  Bakterienart  gut  studieren  zu  lassen. 

Als  Versuchsobjekte  dienten  ausschließlich  weiße  Mäuse,  die  zu  je 
4  in  einem  Glase  saßen.  Ein  besonderes  Registrier-  und  Wartesystem 
war  nötig,  um  bei  der  sehr  großen  Zahl  von  Mäusen  (mehrere  Hundert) 
and  bei  der  langen  Beobachtungszeit  der  einzelnen  Tiere  vor  kompli- 
zierenden Epizootien,  vor  Verwechselungen  etc.  etc.  genügend  geschützt 
zu  sein.  Der  weitaus  größte  Teil  der  Versuche  ging  darauf  hinaus, 
eine  aktive  Immunisierung  der  Mäuse  zu  versuchen,  um  sie  so 
gegen  den  Tod  durch  Verfütterung  zu  schützen.  Das  Resultat  dieser 
sehr  zeitraubenden,  über  Vi  Jahre  fortgesetzten  Versuche  läßt  sich  in 
die  wenigen  Worte  zusammenfassen,  daß  es  uns  bisher  auf  keinem 
Wege  gelungen  ist,  einen  dauernden  spezifischen  Schutz  gegen  den 
Tod  durch  Fütterung  zu  erzielen.  Wohl  vermag  eine  intensive  Vor- 
behandlung den  Tod  um  Tage  hinauszuschieben,  aber  mehr  gelingt 
nicht,  und  auch  dieses  Resultat  ist  selten.  Wir  haben  dabei  so 
ziemlich  alle  in  Betracht  kommenden  Arten  der  aktiven  Immuni- 
sierung angewendet,  die  subkutane  und  intraperitoneale  Einspritzung 
von  toten  Kulturen  in  den  verschiedensten  Intervallen,  die  Fütterung 


1)  Smidt,  H.,  Zur  Charakterisierung  der  Hog-Choleragruppe.  Centralbl. 
t  Bakt,  1906,  Bd.  38.  —  Kranbpuhl,  Münch.  med.  Wochenschr.,  1905, 
No.  28.  —  BöHMB,  ZeitBchr.  f.  Hyg.,  Bd.  52,  1905.  —  Nbissbb,  M.,  Centralbl. 
f.  Bakt,  1906,  Ref.  Beiheft,  Bd.  38. 
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mit  toten  Kulturen  in  größten  Mengen  und  lange  Zeit  hindurch,  und 
haben  dabei  die  Art  der  Abtötung  nach  den  verschiedensten  und  scho- 
nendsten Verfahren  variiert.  Wir  haben  ferner  mit  stark  verdfiontec 
lebenden  Kulturen  vorgefQttert,  in  der  Regel  mit  demselben  negatiTen 
Resultate ;  die  subkutane  und  intraperitoneale  Einspritzung  lebender 
Kulturen  war  unmöglich,  weil  noch  Viooooo  <^<^^  unserer  Eultnr  anter 
die  Haut  gespritzt  die  Tiere,  wenn  auch  erst  nach  10  Tagen,  tötete. 
Von  diesen  Versuchen,  die  sich  auch  auf  die  Aggressinimmunisiening 
erstreckten,  seien  nur  einige  Protokolle  angeführt. 


Tabelle  L    Immunisierangsyersuch. 


MaoB  No.  154 


Art  des  Impfstoffes 


Dosis 

1,0 

ocm 

1.0 

,» 

1,0 

n 

V«' 

Oese 

V, 

1» 

V, 

1» 

Art  der  ApplikalioQ 


I.Tag 

1  Tag  spater 

5  Tage     ., 

*  »11 

9  II        II 

5  ti        II 

6  „ 


1  Agarkultur  in  6  ocm  NaCl  1  Stmide 
bei  65« 

do. 

do. 
1  Agarkultur  in  6  com  NaCl  1  Stunde 

do. 

do. 
lebende  Bouillonkultur 
gestorben  mit  typischem  Befunde 


subkutan 

I) 
intraperitooeal 

»I 

I» 

gefüttert 


Tabelle  IL    Immunisierungsversuch. 


Maus  No.  35 

Art  des  Impfstoffes 

Dosis 

Art  der  Applikatioo 

1.  Tag 

Bouillonkultur  1  Stunde  bei  65  <^ 

gefüttort 

2  Tage  spater 

do. 

1* 

1  Tag       „ 

do. 

II 

3  Tage      „ 

do. 

»» 

ITag        „ 

do. 

II 

f-C 

do. 

M 

1      . 

do. 

II 

2  Tage      „ 

do. 

II 

^     II         II 

lebende  Bomllonkultur 

II 

•      II         i> 

gestorben  mit  typischem  Befunde 

Tabelle  III.    Immunisierunj 

i;sverBi] 

ich. 

Maus  Nc 

».  57 

Art  des  Impfstoffes 

Dosis 

Art  der  Applikation 

I.Tag 

24-8tündige  Agarkultur  in  6  ccm  NaCl 
1  Stunde  hä  62  <> 

OAJ  ccm 

intraperitoneal 

7  Tage  später 

do. 

0,3    „ 

» 

V     ., 

II 

do. 

03    1, 

1» 

10     „ 

II 

48-stündige  Agarkultur  in  6  ccm  NaOl 
1  Stunce  bei  65° 

V,  Oese 

II 

17     „ 

II 

1  Massenkultur  =  12  Agarkulturen  in 
12  ocm  Naa  1  Stunde  bei  60 '^ 

1  ocm 

intrastomacfaal 

ITag 

II 

do. 

1     ., 

1» 

2  Tage 

II 

do. 

1     ,1 

11 

ITag 

II 

do. 

1     ,1 

II 

2  Tage 

II 

do. 

1     1, 

i> 

4     „ 

»1 

lebende  BouilloDkultur 

gefüttert 

14     „ 

)> 

gestorben  mit  typischem  Befunde 
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Ein  paar  Vorfragen  waren  zunäcbst  zu  beantworten,  die  fQr  die 
^anze  Versachsanordnung  von  Bedeutung  waren.  Einmal  war  zu  unter- 
suchen, ob  sich  gesunde  Mäuse,  mit  kranken  in  demselben  Glase 
sitzend,  spontan  infizieren.  Wir  haben  das  in  einer  Reihe  von  beson- 
leren  Versuchen  niemals  beobachtet,  auch  nicht  dann,  wenn  eine  ge- 
sunde Maus  in  das  ungereinigte  Glas  einer  kranken  Maus  gesetzt 
wurde.  Die  Gefahr  also,  die  bei  einem  so  großen  Betriebe  trotz  aller 
Aufsicht  möglich  erschien,  daß  nämlich  die  Infektion  zu  einem  anderen 
Termin  als  bei  der  experimentellen  Fütterung  erfolgte,  brauchten  wir 
nicht  zu  fürchten:  Dagegen  fiel  es  uns  auf,  mit  welcher  Begierde  und 
Geschicklichkeit  viele  Mäuse  Fliegen  fangen  und  verzehren.  Wenn 
die  Fliegen  sich  vorher  infiziert  hatten,  konnte  damit  eine  Fehlerquelle 
für  unsere  Versuche  gegeben  sein.  Und  in  der  Tat  ließ  sich  dieser 
Infektionsweg  nachweisen.  Wir  gaben  Fliegen  in  besonderer  Versuchs- 
anordnung Brot,  das  mit  unserem  Stamm  N  (dem  Versuchsstamm) 
getränkt  war,  entfernten  am  nächsten  Tage  das  Brot  und  ließen  die 
Fliegen  12  Tage  lang  mit  anderem  Futter  in  dem  Gefäß,  ohne  daß  sie 
noch  einmal  mit  N  gefüttert  wurden.  Am  12.  Tage  gaben  wir  einer 
Maus  3  Fliegen  in  ihr  Glas,  die  auch  bald  verzehrt  wurden.  Die  Maus 
starb  in  typischer  Zeit  mit  typischem  bakteriologischen  Befunde.  Wir 
waren  deshalb  auf  Vertilgung  der  Fliegen  besonders  bedacht  und  ließen 
auch  für  die  Mäusegläser  Deckel  mit  besonders  diöhtem  Geflecht  her- 
stellen. Uebrigens  gelang  uns  dieser  Fliegenversuch  nur  das  eine  Mal; 
und  daß  unsere  Laboratoriumsfliegen  nicht  infiziert  waren,  lehrte  die 
Verfütterung  von  76  Laboratoriumsfliegen  an  5  Mäuse,  die  sämtlich 
gesund  blieben.  Anderes  Ungeziefer  unserer  Mäuse,  wie  Flöhe,  brauchten 
vir  nicht  zu  berücksichtigen,  da  nichts  sichtbar  war. 

Der  von  uns  benutzte  Stamm  N  ist  ein  sogenannter  Schweinepest- 
stamm,  also  seinerzeit  aus  dem  Schwein  gezüchtet,  mit  allen  morphologi- 
schen und  kulturellen  Merkmalen  der  Bacillen  der  Paratyphusgruppe.  Sein 
agglutinatives  Verhalten  ist  mehrfach  beschrieben  worden.  Der  Stamm 
hat  seine  Virulenz  durch  Jahre  hindurch  gut  erhalten  und  es  genügen 
wenige  Mäusepassagen,  um  ihn  wieder  vollvirulent  zu  machen.  Wie 
erwähnt,  tötete  1 :  100000  ccm  gewöhnlich  in  10  Tagen. 

Zur  Fütterung  wurden  im  allgemeinen  24-stündige  Bouillonkulturen 
benutzt,  mit  denen  Brotstücke  reichlich  getränkt  wurden.  Die  Mäuse, 
ZQ  je  4  in  einem  Glas,  blieben  16  Stunden  ohne  Nahrung  und  erhielten 
dann  nur  diese  Brotstückchen.  Am  nächsten  Tage  wurden  sie  in  neue 
sterile  Gläser  umgesetzt  und  in  gewöhnlicher  Weise  gefüttert.  In  der 
überwiegenden  Mehrzahl  der  Fälle  gingen  die  Tiere  zwischen  dem  7. 
und  10.  Tage  nach  der  Fütterung  unter  Diarrhöe  ein,  die  Sektion  zeigte 
byperämischen  Darm  mit  Hämorrhagien,  ganz  selten  auch  Perforationen, 
gelegentlich  kleinste  Herde  in  der  Leber,  mäßig  große  Milz.*  Eine 
Oese  Herzblut  auf  Endo- Agar  ausgestrichen,  ergab  stets  reichlich  Rein- 
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kultüren  des  verfütterten  Stammes,  ebenso  eine  Oese  des  DünndarmiDbalts. 
während,  wie  die  vielen  Kontrollen  zeigten,  der  Dfinndarmiohalt  der 
normalen  Maus  fast  immer  steril  ist. 

Die  Tiere  sind  nach  der  Fütterung  bis  etwa  2  Tage  vor  dem  Tode 
anscheinend  völlig  gesund,  und  selbst  von  einem  erfahrenen  Kenner 
dieser  Tiere  nicht  von  einer  normalen  Maus  zu  unterscheiden.  Aach 
die  Temperaturmessung,  die  ich  für  Mäuse  erprobt  hatte,  gibt  keinen 
Aufschluß.  Erst  durchschnittlich  vom  6.  Tage  an  beginnt  die  erkenn- 
bare Krankheit,  das  Verkleben  eines  Auges,  dann  auch  des  anderen, 
das  gesträubte  Fell,  die  septische  Haltung.  Schlachtet  man  aber 
eine  gefütterte  Maus  am  3.  und  4.  Tage,  an  dem  sie  also 
noch  völlig  gesund  erscheint,  und  überträgt  man  dasHerzblot 
mittels  Kapillare  in  ein  CoNRADisches  Gallenröhrchen ,  von  dem  am 
nächsten  oder  übernächsten  Tage  eine  ENDO-Platte  ausgestrichen  wird«  so 
ist  der  Nachweis  der  verfütterten  Bakterien  häufig  zu  dieser  Zeit  im 
Herzblut  leicht  möglich.  Untersucht  man  gleichzeitig  den  Hagen- 
und  Darminhalt,  speziell  den  Inhalt  des  Dünndarms  mittels  ENDO-PlatteD, 
so  findet  man  die  verfütterten  Bacillen  in  den  ersten  Tagen  nicht 
wieder,  die  erst  reichlicher  auftreten,  wenn  die  Maus  bereits  einen 
kranken  Eindruck  macht. 

Wir  haben  auf  diese  Weise  bei  einer  großen  Zahl  von  gefütterten 
Mäusen  den  Nachweis  der  im  Herzblut  zirkulierenden  Bakterien  führen 
können,  zu  einer  Zeit,  als  die  Mäuse  noch  völlig  gesund  erschienen 
und  mehrere  Tage  vor  dem  Tode  der  gleichzeitig  gefütterten  Kontrollen. 
Ein  Beispiel  zeigt  Tabelle  IV. 

Tabelle  IV. 

Die  Häufigkeit  des  Vorkommens  im  Herzblat  und  Dünndarm. 

Serie  C.    10  Mause  gleichmäßig  gefüttert  am  25.  Mai  1907. 


Maus 

getötet  mit  Chloroform 

Herzblut 

Dünn- 

Maus 

Kontrollen: 

No. 

am 

darm 

No. 

gestorben  am 

274 

1.  Tag  nach  der  Fütterung 

steril 

steril 

271 

7.  Tage 

259 

o 

^»     II         1»        II          II 

» 

II 

276 

7.    „ 

252 

»^«    »1         II         II          II 

positiv 

negativ 

277 

«7.         )| 

273 

^*     II         II         II          II 

»1 

II 

275 

9.    „ 

255 

ö»         1«                }«                t1                   II 

11 

positiv 

270 

^'       1»              »1              II                 II 

1» 

1» 

Das  septische  Aussehen  der  Mäuse  fiUlt  also  nicht  mit  dem  ^^c 
der  Sepsis  zusammen,  sondern  folgt  ihr  immer  erst  einige  Tage;  di^ 
reichliche  Vegetation  im  Darmkanal,  zumal  im  Dünndarm,  ist  nicht  die 
Ursache  der  Sepsis,  sondern  deren  Folge.  Denn  es  sind  be- 
reits Bacillen  im  Herzblut  nachweisbar,  wenn  der  Dünndarm  noch 
steril  ist  und  wenn  weder  im  Magen  noch  in  den  anderen  Darniab- 
schnitten  die  verfutterten  Bakterien  nachweisbar  sind.  Ob  im  Verlaof 
des  septischen  Prozesses  die  Bacillen  in  den  Darm  ausgeschieden 
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werden  —  wobei  man  natürlich  an  die  Galle  denken  wird  —  oder  ob 
die  im  Darm  zwar  nicht  nachweisbaren,  aber  doch  spärlich  vorhandenen 
Bacillen  zur  Wucherung  erst  dann  kommen,  wenn  der  Organismus 
durch  die  Sepsis  seiner  Abwebrkräfte  diesem  Bacillus  gegenüber  be- 
raubt ist,  oder  ob  schließlich  —  was  wohl  das  Wahrscheinlichste  ist  — 
beide  Möglichkeiten  zutreffen,  Ausscheidung  in  den  Darm  und  Wuche- 
rung der  dort  primär  vorhandenen  wenigen  Bacillen  ist  nicht  zu  ent- 
scheiden gewesen. 

Wir  werden  demnach  den  ganzen  Prozeß  als  Sepsis  auffassen 
müssen,  dessen  letztes  Stadium  die  reichliche  Wucherung  im  Darm  ist ; 
wo  aber  dieser  septische  Prozeß  seinen  Ausgangspunkt  hat,  darüber 
geben  diese  Fütterungsversuche  keinen  sicheren  Aufschluß.  Es  war  ja 
leicht  festzustellen,  daß  das  Einschmieren  der  Kultur  in  das  Maul  ge- 
nügt, um  das  typische  Krankheitsbild  hervorzurufen.  Aber  hier  konnte 
direkte  Infektion  des  oralen  Teiles,  ferner  Hineingelangen  verschluckter 
Bacillen  in  die  tieferen  Abschnitte  des  Magendarmkanales,  schließlich 
auch  Aspiration  in  die  Lungen  in  Frage  kommen;  auch  das  direkte 
Einbringen  in  das  Rectum,  das  ebenfalls  zum  typischen  Tod  führt,  ist 
zur  sicheren  Entscheidung  nicht  heranzuziehen.  Dagegen  wurde  ver- 
sucht, wie  sich  die  Infektion  bei  direktem  Einbringen  der  Bacillen 
(1  ccm  Bouillonkultur)  in  den  Magen  mittels  meiner  intrastomachalen 
Methode  verhielt.  Das  Eintreten  einer  typischen  Infektion  auf  diesem 
Wege  beweist  natürlich  ebensowenig  etwas  für  den  PrimäraiTekt,  wie  die 
Fütterung;  wohl  aber  hätte  das  Ausbleiben  einer  Infektion  einen  Finger- 
zeig gegeben.  Meine  zahlreichen  Versuche  lassen  sich  nun  dahin  zu- 
sammenfassen, daß  in  der  überwiegenden  Mehrzahl  der  Fälle  eine 
typische  Infektion  auch  bei  direkter  intrastomachaler  Einführung  ein- 
trat, daß  aber  eine  nicht  ganz  geringe  Zahl  der  so  infizierten  Mäuse  3 
Wochen  und  länger  überlebte;  diese  überlebenden  erlagen  übrigens 
einer  späteren  gewöhnlichen  Fütterung;  das  ist  bei  der  großen  Regel- 
mäßigkeit, mit  der  die  in  gewöhnlicher  Weise  gefütterten  Mäuse  starben, 
immerhin  auffällig.  Auch  bei  größter  Zurückhaltung  dürfen  wir  deshalb 
das  eine  daraus  folgern,  daß  auch  die  direkt  in  den  Magen  in  sehr 
großer  Zahl  gebrachten  Bacillen  nicht  immer  zu  infizieren  brauchen, 
vielleicht  sogar  weniger  leicht  infizieren,  als  wenn  eine  gewöhnliche 
Fütterung  erfolgt,  bei  der  die  Chancen  der  Infektion  (durch  Aspiration 
in  die  Lungen,  durch  Eindringen  in  den  oberen  Teil  des  Digestions- 
traktus  etc.)  größer  sind. 

Entsprechend  dieser  Auffassung,  daß  die  Eintrittspforte  nicht  nur 
in  einem  Darmabschnitt  gesucht  werden  kann  und  daß  nicht  die  primäre 
Vermehrung  im  Darm  das  Ausschlaggebende  des  Prozesses  ist,  war 
von  einer  Beeinflussung  der  Infektion  durch  besondere  Fütterungen 
nicht  viel  zu  erwarten,  und  wir  haben  auch  einige  resultatlose  Reihen 
mit  besonderen  Diäten  zu  verzeichnen. 
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Dagegen  wurde  versucht,  in  allgemeinen  Einwirkungen  auf  den 
Organismus  den  Infektionsprozeß  nach  der  Fütterung  zu  beeinflussen. 
Freilich  erfordern   diese  Versuche  große  Reihen  von  Tieren  mit  eben- 
solchen   Kontrollreihen,    wenn   man   nicht   durch   das  zufällig  längere 
Ueberleben  einiger  Tiere,  das  gelegentlich  bei  der  Abschwächung  des 
Stammes  sich  einstellt,  irregeführt  sein  will.    Wir  werden  deshalb  aus 
unseren   zahlreichen  Versuchen  nur  diejenigen  erwähnen,  die  eine  ge- 
nügende Eonstanz  der  Resultate  bei  mehrfachen  Wiederholungen  und 
bei  einer  großen  Anzahl  von  Tieren  ergaben.  Es  sind  das  Versuche,  in 
denen  wir  die  Tiere  nach  der  Fütterung  bei  verschiedenen  Tem- 
peraturen   unter    sonst    möglichst    gleichen    Versuchsbedingungeo 
hielten.    Und  zwar  kamen  gleichmäßige  Temperaturen  über  30 ^  femer 
schwankende  Zimmertemperaturen,  Eellertemperaturen  und 
gelegentlich  auch  Eisschranktemperaturen  in  Anwendung.   Ge- 
wöhlich  wurden  je  8  oder  12  Mäuse  möglichst  gleicher  Größe  zu  den 
Versuchen  verwendet.    Es  hat  nicht  die  geringste  Schwierigkeit,  Mäuse 
dauernd  bei  Temperaturen  von   +7°  bis  -f" 35^  zu  halten,  nur  muß 
man  bei  feuchter  Laboratoriumsluft,  zumal  also  im  Sommer,  acht  geben, 
daß  nicht  die  Feuchtigkeit  in  den  Mäusegläsern  zu   groß  wird;  man 
muß  dann  die  Mäuse  oft  umsetzen.    Das  Resultat  läßt  sich  dahin  zu- 
sammenfassen,  daß  mit  unserem  Stamm  gefütterte  Mäuse  bei  gleich- 
mäßiger Temperatur   zwischen   30   und  3Ö^  gehalten  regelmäßig 
um  einige  Tage  länger  leben,  als  die  bei  tieferen  Temperaturen 
gehaltenen  Mäuse.    Der  Verlauf  ist  häufig  der,  daß  die  ersten  Mäuse 
im  Brutschrank  erst  dann  sterben,  wenn  bereits  alle  Mäuse  bei  tiefereD 
Temperaturen  gestorben  sind,  und  eine  Verlängerung  der  Zeit  zwischen 

Tabelle  V. 

Füttterungsversuche  bei  verschiedenen  Temperaturen. 

Serie  £.    12  Mäuse,  gleichmäßig  gefüttert. 


Todestag 
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6  Mäuse  im  Brutschrank 
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Min.  +30^     Max.  -f  32« 
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Fütterung  und  Tod  um  8  Tage  und  mehr  gegenüber  den  anderen 
Mäosen  ist  im  Brutschrank  nicht  selten.  Aber  auch  wenn  die  ersten 
Mäuse  gleichzeitig  oder  fast  gleichzeitig  sterben,  zeigt  der  Durchschnitt 
eine  Differenz  zugunsten  der  warm  gehaltenen  Mäuse.  Ein  Beispiel 
zeigt  Tabelle  V. 

Dieser  Unterschied,  den  warm  und  kalt  gehaltene  Mäuse  zeigen, 
ist  auch  deutlich  gegenüber  den  bei  warmen,  allerdings  schwankenden 
Laboratoriumstemperaturen  gehaltenen  Mäuse.  Für  dieses  einzigartige 
Verhalten,  das  jedenfalls  mit  dem  Bacillen  Wachstum  direkt  nichts  zu 
tun  hat,  vermögen  wir  eine  Erklärung  auf  Grund  von  Versuchen  nicht 
zu  geben;  es  ist  uns  aber  eine  Stütze  unserer  Anschauung,  daß  die 
allgemeinen  Einflüsse  auf  den  Organismus  die  Resistenz  gegen  die 
hämatogene  Infektion  zu  modifizieren  vermögen.  So  werden  auch 
Darmdesinfektionsmittel  wirkungslos  bleiben,  wenn  sie  nicht  zugleich 
den  ganzen  Körper  von  den  eingedrungenen  Keimen  zu  befreien  helfen, 
und  eine  immunisatorisch  erzielte  lokale  Darmimmunität  würde  für 
unseren  Fall  wahrscheinlich  ebenfalls  ohne  Nutzen  sein,  wir  haben  sie 
auch  experimentell  nicht  hervorrufen  können. 

Wir  enthalten  uns  weitgehender  Schlüsse  auf  andere  Fütterungs- 
krankheiten, so  naheliegend  die  Analogie  gerade  mit  dem  Typhus  er- 
scheint Nur  möchten  wir  auf  eine  unmittelbare  Konsequenz  unserer 
Versuche  hinweisen.  Zu  der  gleichen  großen  Gruppe  wie  unser  Stamm 
gehört  bekanntlich  der  Mäusetyphusbacillus ;  es  dürfte  sich  nach  unseren 
Versuchen  empfehlen,  das  Auslegen  der  Mäusetyphuskulturen  in  den  für 
die  Tiere  an  sich  ungünstigen  Jahreszeiten  vorzunehmen;  Feuchtigkeit 
und  Kälte  werden  dem  Krankheitsprozeß  bei  den  Mäusen  förderlicher 
sein,  als  gleichmäßige  Wärme  und  Trockenheit. 

Schließlich  seien  noch  einige  interessante  Nebenbefunde  erwähnt. 
Die  durchschnittliche  Zeit  zwischen  Fütterung  und  Tod  beträgt,  wie 
erwähnt,  gewöhnlich  7—10  Tage.  Ein  früherer  Tod  (5  Tage)  gehört  zu 
den  Seltenheiten,  ein  späterer  Tod  (15,  16  Tage)  ist  nicht  so  selten, 
aber  sehr  selten  ist  ein  noch  längeres  Ueberleben.  Ueberlebt  aber 
einmal  eine  Maus  die  Fütterung  um  3—4  Wochen,  so  liegt  die  Ver- 
mutung nahe,  daß  trotz  aller  gleichzeitigen  Kontrolle  vielleicht  doch 
die  Fütterungsinfektion  eine  unvollständige  gewesen  ist.  Wir  haben 
deshalb  alle  überlebenden  Mäuse  nach  entsprechender  Zeit  nachgefüttert. 
Wir  verfügen  über  wenige  solcher  mehrfach  in  langen  Intervallen  ge- 
fütterter Mäuse,  aber  wir  besitzen  keine  einzige,  welche  wirklich  dauernd 
fiberlebt  hätte,  denn  schließlich,  wenn  auch  erst  nach  Ablauf  von 
Monaten,  sind  sie  alle  eingegangen,  auch  wenn  sie  wochenlang  mit  den 
Infektionserregern  nicht  mehr  in  Berührung  gebracht  waren;  und  alle 
derart  eingegangenen  Mäuse  zeigten  im  Herzblut  und  Dünndarm  große 
Mengen  des  Bacillus  N,  mit  dem  sie  gefüttert  waren.  Dabei  waren  sie 
in  der  ganzen  Zeit  nie  krank  gewesen,  sie  schienen  die  Infektion  glatt 
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überstanden  zu  haben ;  aber  es  war  eben  doch  im  Körper  ein  Herd 
zurückgeblieben  —  der  auch  einmal  als  Leberabszeß  leicht  erkennbar 
war  —  welcher  plötzlich  wieder  aufflackerte  und  zum  septischen  Tode 
führte.  Auf  diese  Weise  haben  wir  Inkubationen  von  Monaten 
beobachtet,  d.  h.  wir  haben  Fälle  gesehen,  wo  zwischen  letzter  Füt- 
terung und  erster  erkennbarer  Erkrankung  Monate 
lagen.  Es  wird  keine  unberechtigte  Analogie  sein,  wenn  man  bei 
manchen  menschlichen  infektiösen  Erkrankungen  ähnliche,  ungewohnt 
lange  Inkubationszeiten  supponiert. 

In  der  Tat  hat  ja  auch  Conradi  (Klinisches  Jahrbuch,  Bd.  17, 1907, 
p.  301)  solche  ungewöhnlich  langen  Inkubationszeiten  beim  menschlichen 
Typhus  beschrieben. 


Zur 
Technik  der  Widalschen  Reaktion. 


Von 


Dr.  L.  H.  Marks  (aus  New-Orleans), 

froherem  Assistenten  der  Abteilung. 
Hierzu  2  Abbildungen. 


Die  von  M.  Neisser  vor  6  Jahren  ausgebildete  und  von 
F.  Proescher  (Centralbl.  f.  Bakt,  Bd.  31,  1902,  p.  400)  publizierte 
Technik  der  WiDALschen  Reaktion  basiert  bekanntlich  auf  folgenden 
Prinzipien : 

1)  Verwendung  einer  mit  Formalin  abgetöteter  Bouillonkultur; 

2)  Ansetzen  einer  geometrischen  Reihe  (Verdünnungen  1:2,  1:4, 
1 : 8  etc.)  in  besonders  einfacher  Weise ; 

3)  alle  Proben  enthalten  gleiche  Mengen  Bacillen  und  gleiches  Ge- 
samtvolumen ; 

4)  Besichtigung  der  in  flache  Schälchen  ausgegossenen  Proben  mit 
schwachem  Trockensystem. 

An  einem  sehr  großen  Material  von  Untersuchungen  und  Versuchs- 
reihen ist  die  Brauchbarkeit  und  Bequemlichkeit  dieser  Technik  erprobt 
worden,  und  nur  kleinere  Veränderungen  sind  im  Laufe  der  Jahre  hin- 
zugekommen. Einmal  werden  seit  etwa  Jahresfrist  die  Proben  nicht 
mehr  bei  37^  zwei  Stunden,  sondern  bei  etwa  45 — 50°  eine  Stunde, 
und  dann  eine  Stunde  bei  Zimmertemperatur  gehalten  —  ohne  daß 
wir  dies  für  alle  Fälle  besonders  empfehlen  möchten.  Weiterhin  aber 
schien  es  mir  praktisch,  die  einzelnen  Blockschälchen,  die,  aufeinander- 
gestellt, gelegentlich  einmal  umfallen,  in  einem  festen  Glasklotz  zu 
vereinigen ;  weiter  war  es  dann  möglich,  die  einzelnen  Löcher  des  Glas- 
klotzes so  zu  vertiefen,  daß  die  Verdünnungen  nun  nicht  mehr  in  be- 
sonderen Reagenzgläsern,  sondern  direkt  in  dem  Glasklotz  hergestellt 
werden  konnten.  Auf  diese  Weise  entstand  der  von  der  Firma  F.  u. 
M.  Lautenschlaqer  (Frankfurt  a.  M.)  hergestellte  Glasklotz,  den  die 
Abbildung  1  in  etwa  halber  Verkleinerung  zeigt.  Eingeätzte  Zahlen 
zeigen  die  Verdünnungen  bezw.  die  Kontrolle;  ein  besonderer  Glas- 
deckel schützt  die  Probe  vor  Verdunstung. 

Die  Besichtigung  kann  in  gewöhnlicher  Weise  mit  dem  schwachen 
Trockensystem  des  Mikroskopes  erfolgen,  aber  es  erschien  der  Länge 
des  Klotzes  halber  zweckmäßig,  ein  besonderes  Agglutinoskop  von  der 
genannten  Firma  anfertigen  zu  lassen.  Es  besteht  aus  vier  Stützen 
für  den  Glasklotz  und  einem  in  Führung  laufenden  kleinen  Stativ,  das 
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einerseits  eine  Lupe  (12-fach),  andererseits  eine  Scheibe  mit  Planspiegel 
und  schwarzem  Revers  trägt  (Fig.  2), 

Die  Ausführung  der  Reaktion  gestaltet  sich  im  einzelnen  folgender- 
maßen: Es  werden  stets  zwei  Glasklötze  benutzt,  der  eine  für  die 
WiDAL-Reaktion  gegenüber  Typhusbacillen,  der  andere  für  die  Widal- 
Reaktion   gegenüber  Paratyphusbacillen.    In   das  erste   Schälchen    des 


Fig.  1, 

einen  Klotzes  kommt  1  ccm  physiologischer  Kochsalzlösung  ^),  das  erste 
Schälchen  des  zweiten  Klotzes  bleibt  zunächst  leer,  alle  anderen  Schälchen 
erhalten  0,5  ccm  physiologischer  Kochsalzlösung.  In  das  erste  Schälchen 
des  ersten  Klotzes  kommt  nun  0,2  ccm  Serum  und  nach  gründlicher 


Fig.  2. 


Mischung  0,8  ccm  physiologischer  Kochsalzlösung.    Es  sind  nunmehr 
2  ccm  eines  10-fach  verdünnten  Serums  darin.    Mit  einer  V2  ccm-Pipette 
wird  aus  Schälchen  1  des  Klotzes  1  je  V2  ccm  in 
Schälchen  2  des  Klotzes  1 
1     .         .        2 


1)  Es  ist  zweckmäßig,    die  Kochsalzlösung  durch  Papier  zu  filtrieren 
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übertragen.  In  den  zweiten  Scbälchen  der  beiden  Klötze  ist  jetzt  1  ccm 
20-fach  Terdünnten  Serums;  von  da  wird  wieder  Vt  ^^^  ^  Schälchen  3, 
?on  da  nach  grQndlichem  Durchmischen  Vs  ccm  in  Schälchen  4,  von 
da  in  Schälchen  5  fibertragen ;  aus  Schälchen  Ö  wird  nach  Durchmischen 
^^2  com  entnommen  und  weggeblasen.  Zu  jedem  Schälchen  des  Blockes  1 
kommt  '/s  ccm  Typhuskultur,  zu  jedem  Schälchen  des  Blockes  2  Vt  ^^^ 
Paratyphuskultur  ^). 

Es  resultieren  die  Verdünnungen,  die  auf  dem  Klotz  angegeben 
sind  1 :  20,  1 :  40,  1 :  80,  1 :  160,  1 :320.  Das  6.  Schälchen,  die  Kontrolle, 
enthält  V»  c(;m  Kochsalz  +  Vi  ccm  Tjphus-  bezw.  Paratyphuskultur. 
Nach  zwei  Stunden  37  ^  und  einer  Stunde  Zimmertemperatur,  oder  einer 
Stunde  50  ®  und  einer  Stunde  Zimmertemperatur  erfolgt  die  Besichtigung 
mit  dem  Agglutinoskop,  oder  mit  dem  schwachen  Trockensysteme  des 
Mikroskopes.  Es  gehört  wenig  Uebung  dazu,  um  auf  dem  schwarzen 
Untergrunde  des  Spiegelreverses  die  Hai^enbildung  deutlich  zu  erkennen. 
In  manchen  Fällen  ist  fibrigens  ein  längeres  Stehen  bei  Zimmertempe- 
ratur zweckmäßig. 

m 

1)  Bonillonkölbchen  zu  100  ccm  werden  beimpft,  nach  eintägigem 
Wachstum  mit  1  ccm  des  käuflichen  Eormalins  versetzt,  in  Maßcylinder 
gefallt  und  48  Stunden  abermals  in  den  Brutschrank  gestellt.  Darauf 
Abgießen  von  event.  Sediment,  nötigenfalls  Filtrieren  durch  Faltenfilter, 
Konservieren  im  Eisschrank;  etwa  1  Monat  haltbar.  Auch  das  FiCKSRSche 
Reagenz  (E.  Mbbck,  Darmstadt)  kann  benutzt  werden. 


Ehrlich,  Arbeiten  IV. 


Ein  Abstich-  und  Zählapparat  für 
Bakterienkolonien. 


Von 
M.  Neisser. 

Hieizu  4  Abbildungen. 


ijeitdem  die  Agarplatte  in  sehr  vielen  Fällen  an  die  Stelle  der 
Gelatineplatte  getreten  ist,  ist  man  nicht  mehr  an  den  WoLFFHüOELschen 
Apparat  und  an  die  für  diesen  Apparat  notwendige  horizontale  Lagerung 
der  PETRi-Schale  gebunden.  Ich  benutze  deshalb  seit  Jahren  einen  Apparat 
mit  senkrechter  Anordnung  der  PETRi-Schale.  Es  ergeben  sich  daraus 
mancherlei  Vorteile.  Einmal  ist  Untersuchung  und  besonders  Zählung 
in  Augenhöhe  ungleich  bequemer  als  in  gebfickter  Haltung  —  und 
gerade  beim  Zählen  bedeutet  Bequemlichkeit  einen  großen  sachlichen 
Vorteil ;  dann  aber  ermöglicht  die  senkrechte  Stellung  eine  Beobachtung 
bei  durchfallendem  Licht,  das  sich  auch  durch  eine,  in  geeignetem  Ab- 
stand aufgestellte  dunkle  Scheibe  gleichsam  abblenden  und  in  eine  Art 
seitlicher  Beleuchtung  umwandeln  läßt 

Schließlich  läßt  diese  Anordnung  auch  eine  besonders  bequeme 
Art  des  Abstechens  der  Kolonien  zu.  Durch  die  umfangreichere  Ver- 
wendung der  Agarplatte  ist  fflr  viele  Zwecke  das  Oberflächen-  Aus- 
stridiverfahren  an  Stelle  des  Plattengusses  getreten^).  Die  Möglich- 
keit der  Entstehung  von  Doppelkolonien  ist  dadurch  sicherlich  ver- 
größert, damit  aber  auch  die  Gefahr,  daß  trotz  Abstechens  von  schein- 
bar einer  Kolonie  doch  eine  Mischkultur  resultiert.  Von  Agaraus- 
strichplatten  wird  deshalb  in  meinem  Laboratorium  nur  unter  Kontrolle 
emer  Lupe  abgestochen,  und  das  ist  mit  dem  Apparat  sehr  bequem  zu 
erreichen. 

Dieser  Apparat,  den  die  Firma  E.  Leitz- Wetzlar  nach  meinen  An- 
gaben angefertigt,  hat  und  den  wir  übrigens  schon  1901  auf  der  Aus- 


1)  Ich  verwende  seit  Jahren  an  Stelle  des  Pinsels  oder  des  Olas- 
spatels  etc.  mit  Vorteil  kurze  Reagenzgläser,  die,  in  größeren^,  starkwandigen 
Reagenzgläsern  steckend,  mit  diesen  im  Trockenschranke  sterilisiert  werden. 
Bie  runde  Kuppe  des  inneren  Reagenzglases  eignet  sich  vorzüglich  zum 
Ausstreichen. 
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Stellung  des  Berliner  Hygienekongresses  ausgestellt  hatten,  trägt  die 
pETRi-Schale  in  einem  senkrecht  stehenden  Rahmen,  in  den  die  Sdiile 
leicht  einzufügen  ist  unmittelbar  hinter  der  PETRi-Schale  ist  eine,  in 
Quadrate  eingeteilte  Glasscheibe  angebracht  welche  der  PsTRi-Sdude  als 
Stütze  dient  und  durch  ihre  Einteilung  eine  bessere  Orientierong  er- 
möglicht Die  Quadrate  haben  ^jj  cm  Seitenlänge.  Recht  zwedmäfiig 
ist  noch  die  Einätzung  von  Zahlen  in  einer  senkrechten  und  einer 
wagerechten  Linie,  doch  erhöht  sich  dadurch  der  Preis  der  Glasscheibe. 
Im  Abstände  von  etwa  6  cm  ist  hinter  dem  Schalenträger  ein  zweiter 


Fig.  1. 


Fig.  2. 


Fig.  3. 


Rahmen  angebracht,  der  das  Einschieben'  einer  geschwärzten  Bleeh- 
scheibe  ermöglicht.  Der  ganze  bisher  beschriebene  Teil  ist  nach  Art  der 
Kreuztische  in  2  Dimensionen  durch  bequeme  Schrauben  zu  verschieben; 
dadurch  kann  jeder  Teil  der  PETRi-Schale  vor  die  Beobachtungslupe  ein- 
gestellt werden.  Die  Lupe  ist  fest  am  Stativ  angebracht,  läßt  sid)  aber 
durch  Lockern  einer  Schraube  für  die  individuelle  Äugenhöhe  einsteDen 
Sie  befindet  sich  etwa  48  cm  über  Tischhöhe.  Als  Vergrößerung  empfi^^ 
sich  am  meisten  eine  achtfache ;  der  Abstand  von  der  Platte  ist  dano 
etwa  2V2  cm ;  durch  einfaches  Drehen  ist  scharfes  Einstellen  ermögliclit. 
Der  Lupenhalter  trägt  an  einer  verschiebbaren  Hülse  einen  wagerechten 
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Stab,  der  als  Handauflage  beim  Abstechen  dient.  Das  Abstechen 
erfolgt,  zumal  bei  dichter  Platte,  ungleich  sicherer,  wenn  der  kleine 
Finger  der  abstechenden  Hand  einen  Stfitzpunkt  hat.  Ein  schwerer 
Fuß  und  eine  starke  StQtzsäule  sichern  die  Stabilität  des  Apparates. 
Ursprünglich  war,  wie  die  Abbildung  zeigt,  auch  ein  Umlegen  und 
dadureh  eventuell  Beobachtung  bei  horizontaler  Lage  vorgesehen.  Aus 
Gründen  der  Verbilligung  kann  von  dieser  nur  fQr  Grelatineplatten  nö- 
tigen Komplikation  Abstand  genommen  worden  (Fig.  1,  2  u.  3).  Da 
die  Kolonien  auf  der  PETRi-Schale  einigen  Abstand  von  der  quadrierten 
Glasplatte  haben,  so  erscheinen  bei  etwas  veränderter  Kopfhaltung  auch 
etwas  verschiedene  Teile  der  PETRi-Schale  in  einem  Quadrat  Um  für 
Zählzwecke  diesem  kleinen  Uebelstande  zu  begegnen,  kann  vor  die 
Beobachtungslupe  eine  Blende 
mit  ganz  kleiner  Oeffiiung  ge- 
setzt werden,  welche  eine  ge- 
nügend konstante  Augenhaltung 
erzwingt.  Auf  Abbildung  1  ist 
diese  Blende  am  Fuße  des  Sta- 
tivs zu  sehen. 

Für  die  Zählung  kommen 
nur  Platten,  die  nicht  zu  dicht 
besät  sind,  in  Betracht;  für  die 
dichteren  Platten  wird  immer  die 
mikroskopische  Zählung  (siehe 
Zeitschr.  f.  Hyg.,  Bd.  20,  1895, 
p.  119)  angewendet  werden 
müssen.  Ganz  dünn  besäte 
Platten  —  bis  etwa  150  Keime 

—  wird  man  ganz  auszählen,  bei  größeren  Kolonienmengen  genügt  es, 
eine  angemessene  Zahl  von  Gesichtsfeldern  mit  der  Lupe  durchzuzählen. 
Das  völlige  Auszählen  ist  bei  dem  angegebenen  Apparate  durch  die 
Kreuzführung  sehr  erleichtert,  für  das  Auszählen  eines  Teiles  der  Platten 
habe  ich  dem  Apparate  eine  besondere  Zfthlscheibe  mitgegeben,  die  in 
Fig.  4  abgebildet  ist.  Sie  zeigt  15  quadratische  Ausschnitte  in  einer 
undurchsichtigen  Scheibe;  die  Ausschnitte,  deren  Fläche  V«  Dem  ist, 
sind  keilförmig  angeordnet.  Es  werden,  unter  völliger  Abbiendung  des 
übrigen  Teiles  der  PETRi-Schale,  15  Quadrate  ausgezählt,  darauf  die 
PETRi-Schale  gedreht  und  wieder  15  Quadrate  ausgezählt,  und  diese 
Manipulation  wird  im  ganzen  4mal  gemacht,  so  daß  60  Quadrate  aus- 
gezählt werden.  Um  jedesmal  andere  Teile  der  Platte  vor  die  Lupe 
zu  bekommen,  markiert  man  sich  die  verschiedenen  Schalenstellungen 
durch  einen  Blaustrich  am  Rande  der  PETRi-Schale.  Die  keilförmige 
Anordnung  der  Ausschnitte  ist  der  radiären  vorgezogen,  weil  die  radiäre 


Fig.  4. 


56    M.  Neisser,  Ein  Abstich-  n.  Zählapparat  f^  BakterienkolonieiL 

Anordnung  bei  der  Drehung  der  Platte  die  Plattenmitte  im  Verhiltnis 
zur  Peripherie  zu  reichlich  vor  die  Lupe  fahrt.  Die  Zählscheibe  zagt 
wagerechte  Striche  am  oberen  Teile,  welche  den  Durchmesse  der 
PETRi-Schale  in  Millimetern  angeben;  am  anderen  Ende  der  Striche 
steht  ein  Index,  der  angibt,  wieviel  Mal  der  Flächeninhalt  der  60  Quadrate 
in  dem  Flächeninhalte  der  ganzen  PETRi-Schale  vorhanden  ist.  thn 
braucht  also  nur  die  in  60  Quadraten  vorhandenen  Kolonien  aaszo- 
zählen,  den  der  SchalengröBe  entsprechenden  Index  abzulesen  ond 
damit  die  gezählte  Zahl  zu  multiplizieren,  um  die  Zahl  der  Kolonien 
auf  der  Platte  zu  erhalten. 


Ueber  einen  anfangs  atypischen 
Typhusstamm. 


Von 
T.  Ernst, 

früherer  Assistentin  der  Abteilung. 


Im  November  1906  ging  dem  Institut  eine  Stuhlprobe  zur  Unter- 
suchung auf  Typhusbacillen  zu ;  nach  Angabe  des  behandelnden  Arztes, 
Dr.  0.  Markus,  dem  wir  für  seine  Auskunft  auch  an  dieser  Stelle 
vielmals  danken,  war  die  Dame,  von  der  das  Material  stammte,  im 
Jahre  1874  von  dem  Vater  des  Kollegen  an  Typhus  behandelt  worden ; 
damals  wurde  das  Hausmädchen  ebenfalls  sehr  bald  von  Typhus  be- 
fallen, hatte  sich  also  vermutlich  angesteckt.  Seit  dieser  Zeit  war  die 
Dame  völlig  gesund,  bis  auf  ganz  gelegentlich  auftretendes  ^Darm- 
schneiden^.  Im  Oktober  1906  bekam  sie  die  erste  deutliche  Gallen- 
kolik, die  wieder  abklang.  Am  23.  November  1906  neuer,  milderer 
Anfall,  und  damals  wurde  zum  ersten  Male  Stuhl  zur  Untersuchung 
eingeschickt.  Es  sei  gleich  hier  erwähnt,  daß  die  Patientin  nun  wiederum 
IVs  Jahre  völlig  Ruhe  hatte,  bis  nach  einer  starken  Aufregung  im  März 
1908  Erbrechen  von  Galle  eintrat,  das  24  Stunden  anhielt.  Auch  jetzt 
wieder  trat  rasche  Rekonvaleszenz  ein. 

Die  Aussaat  der  Stuhlprobe  im  November  1906  auf  ExDO-Agar  ergab 
viele  kleinere,  durchscheinende  Kolonien,  vom  Aussehen  von  Kolonien 
der  Typhusbacillen.  Aber  sie  enthielten  unbewegliche  Bacillen,  die  auch 
durch  hochwertiges  Immunserum  im  hängenden  Tropfen  nicht  agglu- 
tiniert  wurden.  Die  daraus  gezüchteten  Reinkulturen  wurden  noch 
einmal  zu  Platten  verarbeitet,  welche  nur  eine  Sorte  Kolonien  zeigten ; 
von  einer  isolierten  Kolonie  wurde  die  '.definitive  Reinkultur  angelegt. 
Es  waren  völlig  unbewegliche  Stäbchen,  welche  gramnegativ  waren  und 
im  Kulturverfahren  alle  Eigenschaften  der  typischen  Typhusbacillen 
zeigten.  (Keine  Vergärung  von  Milch-  oder  Traubenzucker,  kein  Indol, 
keine  Verflüssigung  von  Gelatine  oder  Serum,  keine  Milchgerinnung, 
Rötung  der  Lackmusmolke,  aerobes  und  anaerobes  Wachstum  in  hohen 
Schichten  mit  Trübung  des  Zuckeragars.) 

Diese  unbeweglichen  Stäbchen  waren  weder  in  lebendem  noch  in 
totem  Zustande  zu  agglutinieren ;  in  quantitativen  Versuchen,  nach  der 
hier  im  Laboratorium  üblichen  NEissER-PRÖscHERschen,  oder  nach 
der  KoLLEschen  Methode  angesetzt,  war  in  keiner  Verdünnung  eine 
Agglutination  nachweisbar.  Als  wir  aber  Kaninchen  mit  diesem  nicht- 
beweglichen, nicht-agglutinablen  Stamm  immunisierten,  erhielten  wir  ein 
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hochwirksames  Agglutinin,  das  nicht  nur  diesen  Stamm,  sondern  aoch 
die  Testtyphosstämme  des  Laboratoriums  gleich  hoch  agglntinierte. 
Ehe  noch  dieser  Beweis  geliefert  war,  hatte  der  Stamm,  der  täglich  too 
Agar  auf  Agar  und  von  Bouillon  auf  Bouillon  übertragen  wurde,  unter 
unseren  Augen  eine  seltsame  Veränderung  durchgemacht  Von  der 
7.  Kulturpassage  an  nämlich  zeigte  er  die  lebhafte  Beweglichkeit 
der  normalen  Typhusbacillen  und  war  auch  nunmehr  ebenso  agglutinabel 
wie  die  Teststämme  des  Laboratoriums;  er  wurde  nun  durch  dasselbe 
Serum,  das  anfangs  ihm  gegenfiber  unwirksam  war,  bis  zur  Titregrenze 
agglutiniert.    Er  verhielt  sich   wie  ein  ganz  typischer  Typhusbadllns. 

IVs  Jahre  später  erhielten  wir  von  derselben  Patientin  zweimal 
Erbrochenes,  das  stark  gallehaltig  war,  ferner  Stuhl  und  Urin.  Ans 
allen  diesen  Materialien  gingen  wieder  typhusähnliche  Kolonien  auf, 
die  wieder  unbewegliche,  nicht-agglutinable  BacUlen  enthielten.  Wiederum 
wurden  durch  doppelte  Reinkultivierung  Kolonien  erhalten,  die  kultorell 
vollständig  Typhusbacillen  glichen;  aber  wiederum  waren  die  Badlleo 
der  ersten  7  oder  8  Generationen  völlig  unbeweglich  und  nicht  agglu- 
tinabel. Wiederum  wurde  unter  unseren  Augen  der  Stamm  —  wie 
unabhängig  von  mir  auch  von  anderer  Seite  beobachtet  wurde  —  be- 
weglich und  schließlich  so  lebhaft  beweglich,  wie  ein  typischer  Typhns- 
bacillus.  Hand  in  Hand  damit  nahm  seine  Aggluünabilität  zu,  die 
allmählich  ebenfalls  eine  völlig  normale  wurde.  Ein  mit  den  ersten 
unbeweglichen,  inagglutinablen  Generationen  immunisiertes  KanincheD 
ergab  ein  Serum,  das  den  typischen  Laboratoriumstamm  normal  aggln- 
tinierte. 

Kurzum,  in  den  Untersuchungsobjekten  des  Jahres  1906  und  19l^ 
fand  sich  jedesmal  ein  Typhusbacülus,  der  durch  seine  völlige  ünbe- 
weglichkeit  und  seine  komplette  Inagglutinabilität  leicht  verkannt  worden 
wäre.  Erst  die  weiteren  Kulturpassagen  gaben  dem  unter  besonderen 
Umständen  augenscheinlich  seit  Jahrzehnten  vegetierenden  Stamme 
seine  normalen  Eigenschaften  zurück.  Daß  die  Inagglutinierbarkeit  des 
Stammes  fibrigens  nur  eine  scheinbare  war,  konnte  Moresghi  zeigen. 
Wie  er  mitgeteilt  hat  (Centralblatt  f.  Bakteriologie,  Bd.  46,  1908,  p.4ö9), 
gelang  es  ihm  mittels  des  Prinzips  der  Kettenbindung,  eine  Aggluti- 
nation des  Stammes  hervorzurufen.  Ich  erwähne  noch,  daß  Vi  ^^ 
der  Agarkultur  für  Meerschweinchen  tödlich  war.  Von  Interesse  war 
die  leichte  Auflösung  der  Bacillen  durch  aktives  Immunserum,  aoch 
wenn  durch  Formol  abgetötete  Bacillen  verwendet  wurden;  ebenso 
leicht  geschah  die  Auflösung  der  mit  Formel  abgetöteten  Badllen  im 
PFEiFFERscheu  Versuch. 

Seit  jenem  erwähnten  Dienstmädchen  scheint  übrigens,  wie  uns 
Herr  Kollege  Markus  mitteilte,  die  Trägerin  in  den  langen  Jahren 
niemand  angesteckt  zu  haben. 


Kasuistische  Beiträge 

zum  Vorkommen  von  Bacillen  der 

Paratyphus  (Hog-Cholera)-Oruppe^). 


Von 
Dr.  Eckersdorff, 

früherem  Assistenten  der  Abteilung. 


1)  Der  experimentelle  Teil    dieser  Arbeit  wurde   Ende   1906   abge- 
schlössen. 


JN  achdem  Schottmüller  die  Anfmerksamkeit  auf  den  Paratyphus- 
badllus  B  gelenkt  hatte,  verging  eine  ziemlich  lange  Zeit,  ehe  darauf 
hingewiesen  wurde,  daß  Bakterien  mit  den  gleichen  morphologischen 
und  kulturellen  Merkmalen  seit  Jahren  bekannt  und  als  Erreger  ente- 
ritischer  Tierkrankheiten    beschrieben   waren.     Der   Slteste    Vertreter 
dieser  Gruppe  ist  der  von  Salmon  und  Theobald  Skith  beschriebene 
Hog-Cholerabadllus,  nächstdem  kommen  in  Betracht  der  Mftusetyphus- 
bacillus  von  Löffler,  der  Bacillus  enteritidis  von  Gärtner,  der  Psitta- 
kosisbadllus  von  Nooard,  der  Bacillus  morbific.  bovis  von  Basbnau 
etc.   In  mehreren  aus  dieser  Abteilung  hervorgegangenen  Arbeiten  (cf. 
Marks,  dieses  Heft,  p.  37)  ist  in  üebereinsümmung  mit  früheren  Autoren 
und  in  Ergänzung  ihrer  Befunde  auf  diese  Verhältnisse  hingewiesen 
worden.    Es  unterliegt  somit  heute  keinem  Zwdfel,  daß  die  Gruppe 
der  Paratyphusbacillen  eine  umfangreiche  ist,  so  wie  etwa  die  Pasteurella- 
gruppe ;  es  ist  denn  auch  in  neuester  Zeit  von  französischer  Seite  vor- 
geschlagen worden,  in  Analogie  zur  Pasteurellagruppe  diese  Bakterien 
als  Salmonellagruppe  zu  bezeichnen.  Freilich  finden  wir  gewisse  kleine 
kulturelle  unterschiede  (speziell  schnelleres  oder  langsameres  Umschlagen 
der  anfangs  geröteten  Lackmusmolke),  aber  in   den  wesentlichen  und 
konstanten  morphologischen  und  kulturellen  Merkmalen  herrscht  —  soweit 
wir  bisher  wissen  —  so  völlige  Uebereinstimmung,  daß  zwar  die  Er- 
kennung eines  Stamms  dieser  Gruppe  fQr  den  Bakteriologen  eine  leichte 
Aufgabe  ist,  daß  es  aber  im  Einzelfalle  bisher  unmöglich  ist,  den  Stamm  mit 
Bestimmtheit  einer  Untergruppe  zuzusprechen.  Zur  bequemen  Charak- 
terisierung der  Gruppenzugehörigkeit  empfahlen  wir  zuerst  die  Heran- 
ziehung des  polyvalenten  Schweinepestserums  (Höchst  a.  M.).  Es  erübrigt 
sich  fast  an   dieser   Stelle  die   wohlbekannten  Charakteristika  dieser 
Gruppe  noch  einmal  anzuführen,  es  sei  nur  bemerkt,  daß  zur  Identifi- 
zierung eines  jeden  solchen  Stamms   stets  folgende  Untersuchungen 
dienten : 
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Hängender  Tropfen  sehr  beweglich 

ORAM-Färbnng  negativ 

Bouillon  kein  Indol 

EvDO-Platten  &rblofle  Kolonien 

Traubenzuckeragar  in  hoher  Schicht        Gasbildung,  Zerreißung  dee  Agars. 

(1  Proz.) 
Milchzuokeragar    in   hoher    Schicht        kleine  Gasblasen  in  der  anaeroben 
(1  Proz.)  mit  Zusatz  von  Trauben-  Zone,  keine  Zerreißung  des  Agars, 

zucker  (Vioo  ^^oz.).  als  Zeichen    der  Traubenzucker- 

vergärung    und     der     Nichtver- 
gärung  des  Milchzuckers. 
Milch  keine  Gerinnung 

Lackmusmolke  erst  Bötung,  dann   vom   2.  bis  i 

Tage  an  Bl&uung. 

BARSIBKOW-Nutrose-Nährböden  mit  verschiedenen  Zuckerzusätzen. 
Gelatine  keine  Verflüssigung,  allmähliche  Ver* 

zweigungen. 
LöFFLBR-Serum  keine  Verflüssigung 

Agar  dünner  Belag  ohne  Farbstoffbildong. 

lieber  die  Immunitätsreaktionen  ist  zu  sagen,  daß  sich  mit  ihrer 
Hilfe  die  eine  Gruppe  sicher  abtrennen  läßt,  der  Typus  Moorseele 
der  Fleischvergifter,  der  selten  zu  sein  seheint  Auch  sonst  lassen  sich 
manche  Gruppen  im  allgemeinen  abscheiden,  so  der  eigentliche  Para- 
typhus SchottkOller,  aber  man  wird  immer  wieder  Stämme  finden, 
deren  sichere  Zuteilung  zu  einer  Untergruppe  der  Paratyphnsgnippe 
auf  Grund  der  Immunitätsreaktionen  nicht  möglich  ist 

Was  die  Versuchstiere  betrifft,  so  ist  bekannt,  daB  bei  subkutaner 
und  intraperitonealer  Injektion  von  Mäusen  nach  wenigen  Tagen  der 
septische  Tod  eintritt,  mit  reichlichem  Befunde  im  Herzblut  und  be- 
sonders im  Dünndarm.  Tauben  zeigen  ein  verschiedenes  Verhalten; 
die  meisten  aus  Tieren  gezfichteten  Stämme  töten  Tauben  bei  iIlte^ 
muskulärer  Injektion,  aber  alle  Stämme,  auch  die  scheinbar  avirulenten, 
wachsen  im  Taubenmuskel  und  bringen  ihn  schließlich  zur  DegeD^ 
ration.  Im  folgenden  seien  einige  seltene  Befunde  von  Bacillen  ^eser 
Gruppe  mitgeteilt 

I. 

Am  30.  April  1906  brachte  eine  Frau  2  tote  Papageien  zur  Unter- 
suchung. Sie  gab  an,  daß  sie  schon  öfter  Papageien  gezüchtet  und 
diese  beim  Kauf  vor  5  Tagen  von  einem  Händler  fär  ganz  gesund  g^ 
halten  habe;  sie  seien  aber  am  26.  April  abends  und  am  27.  mittags 
plötzlich  unter  Appetitlosigkeit  und  zunehmender  Schwäche  erkrankt 
und  der  erste  am  27.  abends,  der  zweite  am  29.  gestorben;  den  Hindier 
habe  sie  nicht  mehr  auffinden  können. 

Es  war  ein  grauer  und  ein  bunter  Vogel,  deren  Sektion  keine  er- 
heblichen Veränderungen  der  Organe  bot,  außer  den  Fäulniserscheinungeo 
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bei  dem  grauen,  schon  3  Tage  toten  Tier.  Wir  strichen  das  Herzblut 
beider  auf  ENDO-PIatten  aus  und  fanden  bei  dem  einen  Papagei  nichts 
bakteriologisch  Verwertbares.  Ans  dem  Herzblut  des  anderen  aber  wuchsen 
neben  einer  ganzen  Anzahl  roter  Colikolonien,  deren  Vorhandensein 
im  Blut  durch  die  beginnende  Fäulnis  erklärt  ist,  reichlich  weiße  runde 
Kolonien,  von  der  Beschaffenheit  der  zur  Salmonellagruppe  gehörigen.  Sie 
worden  reingezüchtet  und  auf  die  verschiedenen  morphologischen  und 
kulturellen  Eigenschaften  geprüft.  Das  Resultat  stimmte  mit  dem  Aus- 
fall der  Tierversuche  und  Agglutinationen  überein  und  ergab  die  sichere 
Zugehörigkeit  der  Stäbchen  zur  Paratyphus(Hog-Gholera)-6ruppe. 

Von  den  Tierversuchen  ist  nur  die  hohe  Vogelpathogenität  be- 
merkenswert, aber  wir  haben  keine  direkten  Versuche  mit  Papageien 
gemacht.  Aus  diesem  Grunde  und  aus  dem  weiteren,  daß  wir  nichts 
darüber  in  Erfahrung  bringen  konnten,  ob  in  der  Zucht  des  Händlers 
noch  weitere  ähnliche  Erkrankungen  der  Papageien  vorgekommen  sind, 
oder  ob  Erkrankungen  der  Papageienbesitzer  eingetreten  sind  —  aus 
allen  diesen  Gründen  stehen  wir  an,  unseren  im  toten  Papagei  gefundenen 
Bacillus  als  Psittakosisbacillns  entsprechend  dem  NocARDschen  zu  be- 
zeichnen. Freilich  verhielt  er  sich  völlig  analog  dem  von  Kräl  be- 
zogenen Stamm  der  NocARDschen  Psittakosis  und  wurde  auch  durch 
ein  mit  diesem  Stamme  hergestelltes  Serum  sehr  stark  und  fast  bis 
zur  Titregrenze  agglutiniert,  aber  all  das  zeigen  auch  andere  Stämme 
der  Paratyphusgruppe,  die  mit  einer  Papageienerkrankung  nichts  zu 
tun  haben.  Bemerkenswert  ist,  daß  ein  mit  dem  ScHOTTMÜLLER-Stamm 
hergestelltes  Serum  unseren  Stamm  auch  in  lüO-facher  Verdünnung  gar 
nicht  beeinflußte. 

IL 

An  2.  Stelle  sei  des  klinischen  Interesses  wegen  der  Fall  einer 
27-jährigen  Patientin  angeführt,  die  mit  den  ausgesprochenen  Zeichen 
einer  Gallensteinkolik  am  18.  März  1906  in  das  städtische  Krankenhans 
in  Frankfurt  aufgenommen  wurde.  Sie  war  10  Tage  vorher  plötzlich 
mit  heftigem  Stechen  in  der  Lebergegend,  das  kolikartig  etwa  alle  halbe 
Stunden  wiederkehrte  und  einige  Minuten  dauerte,  mit  häufigem  Er- 
brechen, Appetitlosigkeit  und  Fieber  erkrankt ;  Stuhlverhaltung  bestand 
schon  4  Tage  früher;  am  8.  Krankheitstage  bemerkte  sie,  daß  sie  am 
ganzen  Körper  gelb  wurde.  Die  Diagnose  des  behandelnden  Arztes 
anf  Gallensteinkolik  schien  durch  die  genaue  Untersuchung  der  wohl- 
genährten Frau  im  Krankenhans  zunächst  bestätigt  zu  werden:  Gallen- 
farbstoff im  Urin,  gelbe  bis  weiße  Stühle,  deutliche  druckempfindliche 
Resistenz  von  der  Größe  eines  kleinen  Apfels  in  der  rechten  Parasternal- 
ünie  nach  unten  vom  rechten  Leberlappen.  Milz  nicht  tastbar.  Puls 
zwischen  80  und  100  in  der  Minute,  Temperatur  38,5—39  C ;  doch  war 
die  Zahl  der  weißen  Blutkörperchen  mit  11400  gegen  4  800000  der 
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roten  erhöht.  Es  wurden  damals  systematisch  bei  uns  alle  Fille  toc 
Ikterus  auf  ihr  Verhalten  zur  WiDALSchen  Reaktion  wegen  des  Zu- 
sammenhanges zwischen  Gallenblasenerkrankungen  und  abgebofenen 
Typhuserkrankungen  untersucht;  und  in  diesem  Falle  zeigte  sich  in  i& 
Tat  eine  Agglutination  des  SoHOTTifÜLLER-Stammes  durch  das  Sernni 
der  Patientin  noch  sehr  deutlich  in  einer  Verdfinnung  von  1:32(1 
Wir  baten  daraufhin  um  Einsendung  von  Stuhl  und  konnten  niui 
mittels  ENDO-Platten  in  dieser  Probe  und  in  4  weiteren  an  verschiedeoeG 
Tagen  entnommenen  Stuhlproben  massenhaft  Paratyphusbacillen,  2mal 
geradezu  in  Reinkultur,  nachweisen :  am  13.,  am  19.,  am  25.,  am  27. 
und  am  30.  Erankheitstage.  Dagegen  gelang  es  nicht,  die  BadUeo 
im  Urin  am  28.  und  im  Blut  am  30.  Erankheitstage  (mittels  der 
CoNRADi  -  KAiSERschen  Gallenröhrchenmethode)  zu  finden.  Erst  die 
bakteriologische  Untersuchung  ließ  also  das  ätiologische  Moment  der 
Lebererkrankung  erkennen. 

Ich  betone  noch,  daß  anamnestisch  nicht  der  geringste  Änhaltspoob 
fQr  eine  frühere  Erkrankung  paratyphöser  Natur  bestand.  Der  weitere 
Krankheitsverlauf  bot  wenig  Charakteristisches.  Ende  der  2.  Woche 
schwanden  das  Fieber,  die  erhöhte  Pulsfrequenz,  der  Gallen&rbsto? 
aus  Urin  und  Haut;  Anfang  der  4.  Woche  nahm  auch  die  Empfiod- 
lichkeit  der  Unterbauchgegend  und  die  Vermehrung  der  weißen  Blnt* 
körperchen  ab,  die  schon  am  20.  Tage  wieder  auf  760:4500000  zurück- 
gegangen waren.  Auch  in  medizinalamtlicher  Beziehung  bietet  der 
Fall  Interesse,  da  auf  diese  Weise  eine  Paratyphustxftgerin  ermittelt 
wurde. 

Leider  war  es  nicht  möglich,  von  der  Patientin  Blut  zur  Widal- 
sehen  Reaktion^zu  bekommen.  Der  herausgezflchtete  Stamm  war  TÖliig  1 
typisch ;  er  wurde  durch  unser  mit  dem  SoHOTTMÜLLER-Stamm  her- 
gestelltes Serum  stark  1(1 :  2000)  agglutiniert,  ein  mit  unserem  Stamni 
hergestelltes  Serum  agglutinierte  noch  in  der  Verdünnung  1 :  6400  dec 
Stamm  Schottmüller. 

III. 
Als  dritten  Beitrag  möchte  ich  die  Entstehung  und  den  Verlauf 
einer  Meerschweinchenseuche  anführen,  die  nach  den  anatomischen  Er- 
scheinungen als  Pseudotuberkulose  aufzufassen  war;  wir  möchten  daran 
erinnern,  daß  auf  den  nahen  Zusammenhang  zwischen  der  Hog-Cholera- 
gruppe  und  der  Pseudotuberkulose  der  Nagetiere  schon  früher  hinje- 
wiesen  worden  ist,  unter  anderem  auch  von  Böhme  in  seiner  Veröffent- 
lichung aus  unserer  Abteilung  (cf.  Zeitschr.  f.  Hyg.  u.  Inf.-Kr.,  Bio- 
Die  Aehnlichkeit  mit  Tuberkulose  ist  makroskopisch :  in  der  vergröBerteD. 
dunkelroten,  meist  weichen  Milz  vorzugsweise,  häufig  auch  in  der  dann 
gleichfalls  großen  und  blutreichen  Leber  und  in  den  mesenteriale!! 
Drüsen  zeigen  sich  vereinzelt  oder  über  das  Organ  ausgesät  mehr  oder  i 
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weniger  scharf  begrenzte,  Ober  das  Niveau  deutlich  hervorragende,  gelbe 
bis  gelbweiße  Herde  von  weicher  bis  trocken-käsiger  Beschaffenheit, 
die  in  der  Größe  zwischen  einem  Stecknadelknopf  und  einer  großen 
Erbse  schwanken.  Besonders  die  größeren  lassen  sehr  häufig  in  ihrer 
Peripherie  feine  Gefäße  erkennen.  Bisweilen  sieht  man  Verklebungen 
oder  in  älteren  Stadien  Verwachsungen  mit  Nachbarorganen  —  Niere, 
Leber,  Zwerchfell;  häufiger  liegen  die  Herde  unter  dem  unverdickten 
Serosaüberzug  oder  sind  manchmal  mit  leicht  abwischbaren  Fibrinflocken 
belegt  Ein  Konfluieren  von  mehreren  Herden,  wie  es  bisweilen  eine 
langsam  verlaufende  Impftuberkulose  der  Meerschweinchen  zeigt,  haben 
wir  bei  unseren  Tieren  nicht  gesehen ;  ebensowenig  ein  Befallensein  der 
Lungen,  doch  ist  zu  berücksichtigen,  daß  alle  unsere  Tiere  nicht  lange 
an  der  Seuche  krank  gewesen  sind. 

Zum  Teil  erschien  auch  der  Darm  betroffen:  häufiger  in  Form 
eines  Katarrhs  mit  diffuser  Schwellung  der  Schleimhaut,  bisweilen  aber 
anch  mit  ausgesprochener  Lokalisation  an  den  Drfisenapparaten,  den 
solitären  wie  den  aggregierten  Follikeln;  sie  traten  dann  als  weiche 
geschwellte  Herde  Aber  die  Umgebung  deutlich  hervor,  oft  schon  von 
außen  sichtbar,  oder  zeigten  in  einzelnen  Fällen  —  drei  wurden  kon- 
serviert —  deutliche  Geschwürsbildung  mit  aufgeworfenem,  verdicktem 
Rand.  Auch  an  größeren  und  kleineren  Blutungen  in  die  Mucosa  fehlte 
es  nicht,  so  daß  das  ganze  Bild  unwillkürlich  an  den  Typhus  beim 
Menschen  erinnerte.  In  fast  allen  Fällen  waren  die  Mesenterialdrüsen 
an  Milz,  Leber  und  Mesenterium  geschwellt,  manchmal  bis  Kirschkern- 
gröBe,  weich;  und  von  ihrer  Schnittfläche  wie  von  der  der  geschwellten 
DarmfoUikel  gelang  es  jedesmal,  die  typischen  Bacillen  durch  Abstreifen 
herauszuzüchten.  Auch  im  Pankreas  saßen  öfter  kleinere  und  größere 
Knoten. 

Im  ganzen  ist  die  Aehnlichkeit  mit  einer  durch  intraperitoneale 
Injektion  hervorgerufenen  echten  Tuberkulose  nicht  zu  bestreiten,  wenn 
auch  für  den,  der  viele  Fälle  von  Impftuberkulose  beim  Meerschweinchen 
gesehen  hat,  Verschiedenheiten  nach  Anordnung,  Größe  und  dem  Neben- 
einander der  einzelnen  Stadien  hervortreten.  Schwierigkeiten  in  der 
Unterscheidung  können  entstehen;  wenn  beide  Prozesse  nebeneinander 
vorkommen,  was  wir  erlebt  haben,  oder  aber,  wenn  das  Auftreten  der 
Seuche  bei  den  Versuchstieren  noch  nicht  entdeckt  ist. 

Den  ersten  Fall,  den  wir  hervorheben,  war  der  folgende: 

Von  einem  Urin,  dessen  Originalpräparat  schon  Tuberkelbacillen 
enthielt,  waren  2  Meerschweinchen  subkutan  und  intraperitoneal  gespritzt 
und  nach  6  Wochen  getötet  worden  (Mitte  Januar  1906).  In  den  Or- 
ganen des  einen  Tieres  wurden  Knoten  und  in  diesen  mikroskopisch 
Tuberkelbacillen  gefunden;  das  andere  hatte  vergrößerte  Mesenterial- 
drüsen und  einen  etwa  erbsengroßen,  gelben,  etwas  bröckeligen  Knoten 
in  der  Milz,  den  wir  mit  einigem  Zweifel  auch  als  Tuberkulose  an- 
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sprachen.  Toberkelbacillen  waren  nicht  darin ;  dagegen  zflchteten  vir 
darans  ein  bewegliches  gramnegatives  Stabchen,  das  morphologisch, 
kulturell  and  agglutinativ  zur  Gruppe  der  Paratyphusbacillen  gehörte. 
Der  Befand  blieb  zunächst  unaufgeklärt.  Einige  WocheD  später 
kam  ein  Meerschwein  mit  demselben  Befund  zur  Sddion:  der  ¥£ 
blieb  ebenso  unklar.  Gegen  Ende  März  wiederholte  sich  der  Befan*] 
an  den  älteren  und  auch  den  jungen,  erst  kürzlich  von  Zfichtem  Ne- 
zogenen  Tieren  öfter;  wieder  und  wieder  zfichteten  wir  das  Stäbcbe:! 
heraus,  so  daß  schließlich  an  dem  Vorhandensein  einer  Seuche  nicht 
mehr  gezweifelt  werden  konnte.  Eine  Massenschlachtung  bestätigte  lüt 
Vermutung  in  ausgedehntem  Maße.  Von  je  3  Tieren  zeigte  etwa  ein« 
die  erwähnten  Zeichen  und  der  ganze  Bestand  von  ungefähr  100  Meer- 
schweinchen mußte  geopfert  werden.  Besondere  Ungelegenheit  \em^ 
eine  derartige  Epizootie  hervorzurufen,  wenn  Tierversuche  mit  eisem 
Stamm  der  Paratyphusgruppe  im  Gange  sind;  man  impft  dann  leicht 
den  einen  Stamm  und  züchtet  den  anderen  heraus. 

IV. 

An  eine  Veröffentlichung  aus  der  Züricher  medizinischen  Poliklinik 
von  Dr.  A.  Stoll  im  Eorrespondenzblatt  für  Schweizer  Aerzte.  Jahr- 
gang 35,  1905,  welche  vollzählig  auch  die  wenigen  vorhandenen  Lite 
raturangaben  enthält,  erinnert  der  Verlauf  einer  Fischvergiftung,  der 
als  4  Beitrag  hier  angeführt  sei.  Da  der  behandelnde  Arzt  Dr.  Abraham 
bereits  im  Aerztlichen  Verein  Frankfurt  a.  M.  (cf.  D.  m.  Wochenschr. 
Vereinsberichte  1906,  No.  50,  p.  2055)  genauere  Mitteilung  gemacht  hai 
so  beschränke  ich  mich  auf  folgende  Angaben: 

In  einer  Pension  hatten  etwa  30  Personen  am  Abendbrot  teil- 
genommen und  mit  wenigen  Ausnahmen  auch  von  einer  Fischmayonnaise 
gegessen,  die  aus  einem  größeren  Seehecht  hergestellt  war.  Schon 
nach  wenigen  Stunden  fühlten  sich  die  meisten  unwohl,  matt,  bekamen 
Kopfschmerzen,  Erbrechen  und  Durchfälle.  Der  sofort  zugezogene 
Arzt  konstatierte,  daß  die  gesund  gebliebenen  die  waren,  welche  Ton 
dem  Fischgericht  nichts  gegessen  hatten,  und  sandte  von  dem  nocli 
übrig  gebliebenen  Rest  des  Hechtes  einen  Teil  zur  üntersachon^ 
an  den  Nahrungsmittelchemiker,  den  anderen  zur  bakterioIogischeD 
an  uns.  Der  Fisch,  der  von  früh  bis  zum  Abend  gestanden  hatte. 
zeigte  das  gewöhnliche  weiße  Aussehen  eines  gesottenen  Fisches  and 
roch  nicht  anders,  als  Seefische  gewöhnlich  riechen.  Die  Original- 
präparate enthielten  eine  ziemlich  reichliche  Bakterienflora:  in  den 
mannigfaltigen  Kulturen,  die  wir  vom  Originalrest  und  am  2.  Tage 
auch  aus  dem  Herzblut  der  infizierten  und  inzwischen  gestorbenen 
Mäuse  anlegten ,  fielen  uns  bald  auf  den  Endo  -  Platten  weifiwach- 
sende  Kolonien  auf,  die  aus  gramnegativen,  lebhaft  beweglichen 
Stäbchen  bestanden.     Ihre  Reinkulturen  ergaben   sämtliche  typischen 
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Proben  der  Paratyphnsgruppe,  dazu  augenblickliche  Agglutination  im 
hängenden  Tropfen  durch  unser  Kaninchenparatyphus  B-Serum  in 
100-facher  Verdünnung.  Daraufhin  ließen  wir  uns  durch  den  behandelnden 
Arzt,  dem  auch  an  dieser  Stelle  nochmals  unser  Dank  ausgesprochen 
sei,  von  einigen  inzwischen  fast  wiederhergestellten  Patienten  Blut  und 
Stuhl  kommen.  Leider  erhielten  wir  erst  Stuhlproben  (8.  u.  9.  Tag),^ 
als  fast  sämüiche  Patienten  wieder  genesen  waren;  dementsprechend 
fanden  wir  in  keiner  der  (nicht  zahlreichen)  Stuhlproben  unsere  Ba- 
cillen. Dagegen  wurde  unser  Stamm  von  5  Sernmproben  von  6  Pa- 
tienten (8.  Tag)  stark  agglutiniert  (bis  1 :  2500).  Diese  Sera  aggluti- 
nierten  auch  andere  Stämme  der  Paratyphusgruppe  hochgradig. 

Es  bestand  somit  kein  Zweifel  daran,  daß  der  Fisch  die  Ur- 
sache der  Erkrankung  gewesen  war  und  es  blieb  nur  noch  auf* 
zuklären,  auf  welche  Weise  die  Paratyphusbacillen  in  den  Fisch  ge- 
kommen waren.  Gegen  die  Möglichkeit,  daß  eine  Infektion  des  Fisches 
in  der  Küche  vorgekommen  war,  sprach  die  Auskunft  des  Arztes,  daß 
das  Personal  gesund  gewesen  war  und  gesund  blieb,  und  an  chronische 
Träger  wird  man  deshalb  nicht  zu  denken  brauchen,  weil  das  Personal 
schon  lange  im  Dienst  war,  ohne  daß  sich  etwas  Derartiges  ereignet 
hätte.  Waren  aber  die  Bacillen  mit  dem  Fisch  in  die  Küche  ge- 
kommen, so  war  es  auffällig,  daß  die  Bacillen  durch  das  Kochen  nicht 
abgetötet  waren.  Nun  ist  ja  bekannt  und  durch  ausführliche  Tem- 
peraturmessungen seit  langem  erwiesen,  wie  schwer  die  Hitze  in  das 
Innere  großer  Fleischstficke  eindringt  (Rubner).  Gleichwohl  haben 
wir  den  direkten  Versuch  mit  unserem  Stamm  an  einem  großen  See- 
hecht angestellt 

Wir  kauften  einen  frischen,  großen,  noch  uneröffneten  Seehecht  von 
11  Pfund,  richteten  ihn  küchenmäßig  her  und  schnitten  ihn  in  verschieden 
große  Stücke.  Eins  von  diesen,  etwa  15  cm  lang  und  je  10  cm  hoch 
nnd  breit,  impften  wir  mit  einer  Aufschwemmung  einer  eintägigen  Agar- 
kultur  des  isolierten  Bacillus  in  10  ccm  Kochsalzlösung  durch  ver- 
schiedene Einstiche  mit  der  langen  Nadel  in  das  Muskelfleisch. 

Das  Stück  wurde  in  einem  festschließenden  eisernen  Kochtopf  eine 
halbe  Stunde  gekocht.  Eine  halbstündige  Temperatur  von  100*^  dürfte 
das  Höchstmaß  dessen  darstellen,  was  man  einem  Fisch  in  der  Küche 
zumuten  darf,  ohne  ihn  der  Gefahr  des  gänzlichen  Zerfalles  auszusetzen. 
Das  Gewöhnliche  dürfte  die  Hälfte  der  Zeit  und  etwas  niedrigere  Tem- 
peratur als  100^  sogenanntes  Ziehenlassen  des  Fisches,  sein,  besonders 
für  Zwecke  der  Majonnaisenbereitung,  wie  im  vorliegenden  Fall.  Dann 
entnahmen  wir  mit  der  Platinöse  aus  einer  mittleren  und  einer  innersten, 
nahe  der  Wirbelsäule  gelegenen  Stelle,  welche  gleichfalls  die  weiße 
Farbe  des  gekochten  Fischfleisches  hatte,  etwas  Material  und  strichen 
es  auf  ENDO-Platten  aus.  Während  des  Kochens  maßen  wir  die  an- 
nähernden Temperaturen  an  der  Peripherie  des  Fischstückes  und  im 
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Zentrum.  Die  Peripherie  zeigte  100  ^  das  tiefe  Innere  nur  42^.  Dem- 
entsprechend waren  wir  am  nächsten  Tage  nicht  erstaunt,  die  beiden 
Platten  dicht  mit  den  weißen  typischen  Kolonien  bewachsen  zu  sehen; 
die  Reinzüchtung  und  Prüfung  zeigte,  daß  der  verimpfte  Stamm  ge- 
wachsen war. 

Ein  2.  Versuch  mit  der  Modifikation,  daß  ein  frisch  geimpftes  Stfick 
24  Stunden  auf  dem  Eise  stehen  gelassen  und  dann  ebenso  weiter  be- 
handelt wurde,  ergab  denselben  Erfolg  und  erbrachte  damit  den  Beweis, 
daß  die  küchenmäßige  Behandlung  zur  Abtötung  der  vorhandenen  patho- 
genen  Keime  nicht  genügt  hatte. 

Dies  Resultat  stimmt  mit  den  früheren  Versuchen  Rubners  über 
die  Innentemperatur  größerer  Fleischwürfel  nach  mehrstündigem  Braten 
und  auch  mit  den  Angaben  über  Paratyphusbacillen  von  B.  Fischer 
überein,  nach  denen  bei  5  Minuten  langer  Erhitzung  auf  75  ^  die  meisten 
(Festschrift  für  R.  Koch,  Jena  1903,  p.  289),  aber  nicht  alle  Individuen 
abgetötet  wurden.  Neuerdings  hat  ähnliche  Resultate  an  Würsten  im 
Anschluß  an  eine  Wurstvergiftung  in  Eupen  bei  Aachen  durch  eine 
Proteusart  Kreistierarzt  Gützbit  in  Heft  6—8  der  Fortschritte  der  Ve- 
terinär-Hygiene 3,  Jahrgang,  veröffentlicht. 

Wie  nun  der  Fisch,  der  die  Veranlassung  der  Vergiftung  gewesen 
war,  infiziert  worden  ist,  läßt  sich  natürlich  nur  vermuten ;  so  viel  lieB 
sich  erweisen,  daß  andere  zu  dieser  Zeit  aus  derselben  Fischhandlung 
bezogene  Fische  keine  Fischvergiftung  hervorgerufen  hatten.  Da  es 
sich  in  unserem  und  in  dem  STOSSschen  Fall  um  einen  Seehecht  ge- 
handelt hatte,  wird  man  die  Vermutung  nicht  abweisen  können,  daß 
diese  Raubfische  in  der  Nähe  der  Küsten  oder  der  Mündungen  großer 
Ströme  Nahrung  zu  sich  genommen  hatten,  die  mit  diesen  Bacillen 
infiziert  waren,  ohne  daß  man  entscheiden  könnte,  ob  daraus  für  den 
Fisch  eine  Erkrankung  resultierte.  Für  das  Zustandekommen  einer 
derartigen  paratyphösen  Fischvergiftung  scheint  außer  der  Fischart  noch 
die  Größe  des  Fisches  wesentlich  zu  sein.  Es  ereignen  sich  deshalb 
solche  Fischvergiftungen  auffallend  häufig  in  Pensionaten,  Gesellschaften 
etc.,  kurzum  da,  wo  große  Stücke  großer  Fische  zur  Verwendung 
kommen ;  gerade  dann  eben  dringt  die  Hitze  so  langsam  ein,  daß  im 
Inneren  der  großen  Stücke  die  zur  Abtötung  etwa  vorhandener  Keime 
nötigen  Grade  nicht  erreicht  werden.  Da  aber  durch  das  Kochen  doch 
eine  große  Zahl  der  Keime  vernichtet  wird,  so  muß  zu  alledem  noch 
eine  erneute  Vermehrung  der  Keime  kommen,  wenn  starke  Vergiftungen 
entstehen  sollen.  Augenscheinlich  hat  das  Stehen  des  Fisches  genügt, 
um  diese  Vermehrung  der  Keime  herbeizuführen. 

Als  Kuriosum  möchte  ich  erwähnen,  daß  die  üeberreste  des  Fisches 
von  einer  Frau  vom  Lande  als  Futter  für  das  Vieh  mitgenommen 
wurde ;  sie  berichtete  von  selbst,  daß  die  2  damit  gefütterten  Schweine 
krank  geworden  seien. 
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Anmerkung  (Professor  M.  Neisser.) 

Im  Anschloß  an  diese  Mitteilung  möchte  ich  auf  2  Nahrungsmittel- 
massenerkrankungen hinweisen,  die  wir  in  der  Folgezeit  beobachten 
konnten.  Beidemal  handelte  es  sich  um  Schwestern  eines  Kranken- 
hauses, welche  mit  Uebelkeit,  Erbrechen,  Durchfall  etc.,  erkrankten. 
Das  erste  Mal  ergab  die  Stuhl-  und  die  Serumuntersuchung  bei  den 
etwa  50  Erkrankten  den  Nachweis,  daß  es  sich  um  eine  echte  para- 
tfphöse  Nahrungsmittelinfektion  handelte,  deren  Ausgangspunkt  aller- 
dings nicht  mit  Sicherheit  aufgefunden  wurde;  es  wurden  auch  Stühle 
und  Sera  der  nicht  erkrankten  Schwestern  untersucht  —  mit  negativem 
Erfolge.  AusfQhrlich  berichtet  darüber  der  Oberarzt  der  inneren  Klinik 
des  Städtischen  Krankenhauses,  Herr  Dr.  Binqel  in  der  Münchener 
medizinischen  Wochenschrift. 

Wenige  Monate  später  erkrankten  wieder  gegen  30  Schwestern 
UDter  ähnlichen,  wenn  auch  leichteren  Erscheinungen ;  alle  Untersuchungen 
von  Stühlen  oder  Serum  waren  aber  negativ.  Auch  zeigte  sich,  daß 
durch  die  erste  Vergiftung  eine  Immunität  gegen  die  zweite  nicht  zustande 
gekommen  war;  es  waren  eine  Reihe  Schwestern  beidemal  erkrankt; 
von  Bedeutung  war  ferner  die  Tatsache,  daß  die  letzterwähnte  Ver- 
giftung sich  an  einem  Montag  zutrug.  Dadurch  aber  wurde  ich  an 
ähnliche  leichte  Massenerkrankungen  erinnert,  die  ich  in  Krankenan- 
stalten schon  einige  Male  beobachtet  hatte.  Es  hängt  das  mit  dem 
Wirtschaftsbetrieb  zusammen,  der  es  bedingt,  daß  einmal  die  Kessel 
am  Samstag  mit  Säuren  gereinigt  werden,  und  daß  ferner  nicht  selten 
Speisen  am  Samstag  angesetzt  und  bis  Sonntag  abend  im  Kessel  be- 
lassen werden.  Ohne  hier  auf  die  besonderen  Ursachen  dieser  Art  von 
nicht  paratyphösen  Massenerkrankungen  einzugehen,  erwähne  ich  sie, 
weil  ich  aus  den  erwähnten  völlig  negativen  Untersuchungsresultaten 
im  Zusammenhang  mit  den  epidemiologischen  Nachforschungen  zu  dem 
urteil  kam,  daß  die  zweite  unter  scheinbar  gleichen  Umständen  und  gleichen 
Erscheinungen,  wie  die  erste  auftretende  Massenerkrankung  in  ihrem 
Wesen  von  der  ersten  völlig  verschieden  war.  Die  eigentliche  Ursache 
der  ersten  Massenerkrankung  war  außerhalb  des  Krankenhauses,  die 
der  zweiten  im  Wirtschaftsbetrieb  zu  suchen. 


Weiteres  zur  Schardingerschen 
Reduktionsprobe. 

Von 
Dr.  Siegfried  Oppenlieimer 

(aus  Frankfurt  a.  M.)- 


in  2  aus  der  Abteilung  hervorgegangenen  Arbeiten  (Smidt,  Hyg. 
Rundschau,  1904,  p.  1137,  und  Bbakd.  Münch.  med.  Wochenschr.,  1907) 
ist  über  die  SoHARDiNOEBsche  Reaktion  berichtet  worden.  Die  Reaktion 
besteht  bekanntlich  darin,  daß  zu  Milch  eine  Mischung  von  Methylen- 
blau und  Formalin  zugesetzt  wird.  Die  frische  ungekochte  Milch  re- 
duziert bei  45—50^  das  Methylenblau-Formalingemisch  (FM)  in  kurzer 
Zeit.  In  der  Arbeit  von  Smidt  waren  die  verschieden  reduzierenden 
Faktoren  der  Milch  kritisch  besprochen  worden,  und  es  war  festgestellt 
worden,  daß  es  ein  originäres  Ferment  der  Kuhmilch,  nichtbakteri- 
eller Natur,  gäbe,  an  dessen  Vorhandensein  die  Reaktion  geknüpft 
sei.  Brand  hatte  als  Optimum  der  Reaktion  die  Temperatur  von  70  "^ 
ermittelt  und  glaubte  damit  ein  Mittel  gefunden  zu  haben,  um  dieses 
originäre  Ferment  wirken  zu  lassen,  ohne  daß  der  störende  Einfluß  der 
Bakterien  —  die  eben  durch  diese  Temperatur  gelähmt  würden  —  her- 
vorträte. Er  glaubte  die  70  ^-Reaktion  empfehlen  zu  können,  nicht  nur 
am  gekochte  von  roheri  Milch,  sondern  auch  um  alte,  also  bakteriell 
zersetzte,  von  frischer,  verdünnte  von  reiner  Milch  zu  unterscheiden. 
Gegen  diese  Arbeiten  ist  Seliqmakn  mehrfach  (zuletzt  Zeitschr.  f.  Hyg., 
Bd.  58,  1907,  p.  1)  aufgetreten. 

Ich  habe  die  durch  Bbands  vorzeitigen  Tod  ins  Stocken  geratenen 
Nachprüfungen  wieder  aufgenommen  und  mich  davon  überzeugt,  daß 
auch  die  70  ^-Reaktion  nicht  nur  in  der  frischen  unzersetzten  Milch 
vorkommt.  Ich  habe  in  einer  Reihe  von  Fällen  auch  in  Milch,  die 
24  Stunden  bei  22^  gestanden  hatte,  eine  prompte  FM-Reaktion  bei 
70^  erbalten  und  gebe  Seliomann  auch  darin  Recht,  daß  die  Ge- 
schwindigkeit der  FM-Reaktion  (70")  in  Milch,  die  einige  Stunden  bei 
37^  gehalten  wird,  sogar  zunehmen  kann.  In  der  heutigen  Form  ist 
deshalb  die  FM-70  ^-Reaktion  noch  nicht  geeignet,  um  unzweideutig 
über  den  Zersetzungsgrad  einer  Milch  Aufschluß  zu  geben.  Hingegen 
babe  ich  niemals  in  gekochter  und  wieder  beimpfter  Milch  eine  typische 
FM-70  •-Reaktion  auftreten  sehen. 
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Wenn  wir  Seliomakn  hierin  zustimmen,  so  können  wir  ihm  in 
einem  ans  noch  wesentlicher  erscheinenden  Punkte  nicht  beitreten. 
Seine  Auffassung  Aber  die  Reduktionserscheinungen  in  der  Milch  zeigt 
sich  am  prägnantesten  im  Schlußabsatze  seiner  erwähnten  Arbeit  Er 
schreibt  auf  p.  13: 

„Die  mitgeteilten  Versuche  haben  demnach  ergeben,  daß  auch  die 
70  ^-Reduktion  in  Milch  eine  Reaktion  bakteriellen  Charakters  ist,  da& 
infolgedessen  unsere  Anschauung  von  dem  bakteriellen  Charakter  der 
Reduktasen  unerschüttert  geblieben  ist. 

Damit  will  ich  nicht  behaupten,  daß  das  Vorhandensein  von  echten 
reduzierenden  Fermenten  in  der  Milch  ausgeschlossen  ist;  nur,  wa^ 
bisher  als  Fermentwirkung  angegeben  wurde,  hat  sich  nicht  als  solche 
erwiesen.  Die  bisher  bekannten  Reduktionsvorgänge  in 
frischer  wie  in  älterer  Milch  sind  nach  dem  Ergebnisse 
unserer  Untersuchungen  bakterieller  Natur.^ 

Ohne  auf  die  vielen  indirekten  Beweise  ffir  oder  wider  diese  An- 
schauung hier  näher  einzugehen,  begnüge  ich  mich  mit  dem  direkten 
Beweise,  den  schon  Brand  geführt  hat,  und  den  ich  in  aasgeddmterem 
Maßstabe  wiederholt  habe.  Wenn  die  Reaktion  mit  frischer,  steriler 
oder  fast  steriler  Milch  unmittelbar  nach  dem  Melken  gelingt,  so  ist 
dies  ein  unumstößlicher  Beweis  dafür,  daß  die  Bakterien  der  MOch 
nicht  die  Ursachen  der  FM-Reduktion  in  frischer  Milch  sind ;  ehe  nicht 
diese  Tatsache  widerlegt  ist,  muß  an  dem  Vorhandensein  eines  origi* 
nären  Reduktionsstoffes,  der  unabhängig  von  bakterieller  Wucherung 
ist  und  in  die  frische  Milch  aus  der  Kuh  übergeht,  festgehalten  werden. 
In  einem  Kurmilchstalle,  in  dem  außerordentlich  sauber  gemolken  wirl 
bot  sich  mir  durch  das  Entgegenkommen  des  Besitzers,  Herrn  Gott- 
schalk, Gelegenheit  zu  diesen  Untersuchungen.  Ich  ging  folgender- 
maßen vor:  • 

Das  Kuljeuter  wurde  stets  vor  dem  Melken  gründlich  gewaschen. 
Die  zur  Untersuchung  benutzte  Milch  wurde  immer  in  der  Mitte  des 
Melkens  entnommen,  mit  Ausnahme  einiger  besonders  gekennzeichneter 
Fälle.  Von  der  sofort  in  Eis  gekühlten  Milch  wurde  1  ccm  für  jede 
Agarplatte  verwandt,  der  Rand  der  PETRischen  Doppelschale  wurde 
mit  Heftpflaster  verklebt,  um  beim  Transporte  der  fertigen  Platten 
ins  Laboratorium  nachträgliche  Verunreinigung  auszuschließen,  und  die 
Schalen  im  Brutschranke  bei  37  ®  aufgehoben.  Die  Keimzählung  wurde 
nach  3  Tagen  bei  Durchleuchtung  mit  einer  kleinen  elektrischen  Bogen- 
lampe vorgenommen  (Lupe).  Bei  den  ersten  10  Kühen  wurde  nur  die 
50  ^-Reaktion,  bei  den  folgenden  6  auch  die  70^-Reaktion  angestelit 
Sowohl  der  Plattenguß  als  die  Anstellung  der  Reaktionen  &nden  in 
einem  Räume  neben  dem  Kuhstalle  statt. 

Die  folgende  Tabelle  zeigt  die  Resultate: 
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Kuh 

I>atiim 
dee  MelkenB 

FM  50» 

FM  70» 

in  1  ccm 

Bemerkungen 

No. 

in  Minuten 

21 

24.  IV.  08 

«. 

122 

17 

24.  IV.  08 

6'/! 

120 

32 

24.  IV.  08 

7v! 

15 

14 

24.  IV.  08 

6 

7800 

23 

24.  IV.  08 

5 

20500 

35 

24.  IV.  08 

9'/, 

188 

Erste  Strahlen  der  Milch 

3'/! 

15 

Mittiefe  Strahlen  der  Milch 

33 

24.  IV.  08 

Vu 

150 

Jüngere  Kuh,  erst  5  Wochen  ge- 
molken 

27 

24.  IV.  08 

12 

500 

9 

24.  IV.  08 

8 

15 

Aelteste  Kuh  im  StalJe,  mehr  als 
1  Jahr  gemolken 

26 

24.  rv.  08 

14'/, 

11 

25 

29.  IV.  08 

3'/ 

IV4 

58 

22 

29.  IV.  08 

77 

6 

2 

24 

29.  IV.  08 

6'/. 

1% 
in  32  Min. 

12 

31 

29.  IV.  08 

7V, 

18 

Erst  vor  2  Monaten  gekalbt 

nicht  ^anz 

10 

29.  rv.  08 

11 

in7V4Min. 
nicht  ^z 

3537 

Erste  Strahlen  der  MUch 

6V, 

2V, 

53 

Mittlere  Strahlen  der  Milch 

30 

29.  IV.  08 

e-/: 

2 

345 

Mit  Aasnahme  einer  Milch,  die  von  einer  jungen  Kuh,  die  vor 
2  Monaten  gekalbt  hatte  (No.  31),  stammte,  ist  in  sämtlichen  in  der 
Mitte  des  Melkens  entnommenen  Milchproben  eine  prompte  FM-Reaktion 
eingetreten. 

Es  ergibt  sich  aus  der  Tabelle: 

I.  Sämtliche  frisch  ermolkenen  18  Proben,  die  von  16  Kühen  stamm- 
ten, ergaben  die  ScHARDiNOERsche  Reaktion  bei  50 "  innerhalb  15  Mi- 
nuten, davon  15  innerhalb  10  Minuten. 

IL  Ordnet  man  die  Proben  nach  der  Geschwindigkeit  der  Reaktion 
(wobei  die  beiden  Proben:  ^erste  Strahlen^  auszuscheiden  sind)  und 
fügt  man  die  Keimzahlen  der  Proben  bei,  so  ergibt  sich  folgende  Tabelle: 


Kuh 

{Reaktionszeit  in  Minuten 

Keimzahl 

25 

3V2 

58 

35 

3v! 

15 

21 

K 

122 

23 

5 

20500 

14 

6 

7800 

101 
30/ 

6V. 

53 
345 

171 

67, 

120 

24} 

12 

32^ 

7V4 

15 

221 
31/ 

7V, 

2 

18 

33' 

7^4 

150 

9 

8 

15 

27 

12 

500 

26 

147, 

11 
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Es   besteht  also   nicht   der    geringste    Parallelismas 
zwischen  Keimzahl  und  Reaktionsgeschwindigkeit  (50*). 

III.  Die  fiberwiegende  Mehrzahl  der  Proben  ist  als  sehr  keimarm, 
einzelne  sind  als  fast  steril  zu  bezeichnen. 

IV.  Die  70  ^-Reaktion  trat  bei  Untersuchung  von  6  Kühen  5mal 
innerhalb  7V4  Minuten  auf,  Imal  bei  einer  Kuh,  die  erst  2  Monate 
vorher  gekalbt  hatte,  auch  in  32  Minuten  noch  nicht  komplett  Auch 
bei  der  70  ^-Reaktion  war  kein  Parallelismus  mit  der  Keimzahl  nach- 
weisbar. 

V.  Die  ersten  Strahlen,  die  verhältnismäßig  keimreich  —  und  be- 
kanntlich fettarm  —  sind,  ergaben  in  den  zwei  untersuchten  Fällen  er- 
heblich langsamere  Reaktion,  als  die  mittleren  Strahlen.  Es  ist  dies 
wohl  auf  die  schon  von  Smidt  gefundene  Abhängigkeit  des  Reduktions- 
stofifes  vom  Fett  zurückzuführen. 

Es  muß  nach  alledem  daran  festgehalten  werden,  daß  die  Scnia- 
DiNQERsche  Reduktionsprobe  der  frisch  ermolkenen  Milch  von  einem 
Stoffe  herrührt,  der  mit  den  Milchbakterien  nichts  zu  tnn 
hat.  Diesen  originären  Reduktionsstoff  hat  Smidt  Aldehjdkatahise  ge- 
nannt. Die  originäre  Aldehydkatalase  ist  von  den  direk- 
ten oder  indirekten  bakteriellen  Reduktasen  streng  zu 
unterscheiden. 


Ueber 
zwei  Hausapparate  zur  Ozonisierung 

von  Wasser. 


Von 
M.  Neisser. 

Hierzu  4  Abbildungen. 


Von  den  Feiten  &  Guilleaume-Lahmeyerwerken  A.-G.  Frankfurt  a.  M. 
wurden  mir  2  Ozonapparate  zur  Verfügung  gestellt,  bei  denen  die 
Ozonerzeugung  durch  den  Strom  der  Lichtleitung  erfolgt  und  die 
Mischung  des  Ozons  mit  dem  Wasser  mittels  einer  an  den  Wasserhahn 
angesetzten  Saugdüse  geschieht.  Das  durch  den  Wasserstrom  ange- 
saugte Ozon  mischt  sich  besonders  innig  mit  dem  Wasser.  Das  Oeffnen 
des  Wasserhahnes  bewirkt  zugleich  die  Ozonerzeugung  und  die  Mischung 
des  Ozons  mit  dem  Wasser. 

Der  Ozonerzeuger  besteht  bei  beiden  Apparaten  aus  einem  in  einen 
Schatzkasten  eingebauten  Hochspannungstransformator  120/5000  Volt 
mit  Plattenkondensator.  Die  Platten  des  Kondensators  sind  aus  Glas 
mit  Metallbelag  und  haben  geringen  Abstand  voneinander.  In  dem  Räume 
zwischen  den  Platten  entstehen  die  violetten  Ausstrahlungen,  welche  einen 
Teil  des  Sauerstoffes  der  Luft  in  Ozon  umwandeln.  Diese  Ozonluft  wird 
von  der  Saugdüse  abgesaugt,  so  daß  fortwährend  frische  Luft  zwischen 
die  Platten  nachströmen  muß.  Hierdurch  erfolgt  auch  die  notwendige 
Kühlung  der  Kondensatorplatten.  Ich  bemerke  hierbei,  daß  bei  höherer 
Temperatur  eine  Umwandlung  von  0,  in  Og  nicht  zustande  kommt. 
Der  Ozonerzeuger  wurde  an  das  hiesige  städtische  Netz  120  Volt, 
45  Perioden  angeschlossen  und  verbrauchte  0,55  Ampere.  Die  erzeugte 
Ozonmenge  betrug  5 — 6  mg  per  Liter  Luft  bei  etwa  2  1  Luft  in  der 
Minote. 

Der  Emulseur  „Otto"  ist  nachstehend  in  Ansicht  und  im  Schnitt 
wiedergegeben  (Fig.  1).  Man  erkennt  die  aus  2  konischen  Röhren  ge- 
bildete Saugdüse  mit  angebautem  Wassersack  und  Auslauf.  Das  Wasser 
strömt  von  oben  ein,  reißt  die  seitlich  ankommende  Ozonluft  mit,  mischt 
sich  in  dem  unteren  Hohlkonus  und  Wassersack  und  verläßt  am  Aus- 
lauf den  Apparat.  Das  ausströmende  Wasser  riecht  zunächst  noch 
stark  nach  Ozon,  der  Geruch  verschwindet  jedoch  nach  wenigen  Se- 
Ininden.  Bei  den  Versuchen  betrug  der  Ozonverbrauch  pro  Liter  Wasser 
2A-3  mg. 

Ehrlich,  AiMtan  IV.  ß 
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M.  Neisser, 


Es  ist  ja  bekannt,  wie  wenig  löslich  das  Ozon  im  Wasser  ist,  aod 
daß  deshalb  eine  außerordentlich  gute  mechanische  Darchmischong  nötig 
wird,  wenn  Keimtötung  eintreten  soll.  Es  schien  von  Yornherem  Dich: 
gerade  wahrscheinlich,  daß  die  kurzdauernde  Durchmischung  in  dem 
Wassersacke  ausreichen  sollte,  um  eine  Wassersterilisierung  zu  be- 
wirken, und  die  ersten  Versuche  zeigten  auch  kein  Resultat;  zb&  & 
Versuchsanordnung  war  technisch  so  unvollkommen,  daß  diese  Versadte 
jede  Beweiskraft  verloren  und  durch  sachgemäßere  ersetzt  werden 
mußten.    Außer  der  Ozonmenge  und  der  Durchmischung  kommt  e^ 


Emulsenr  Otto  (1:2). 


bei  der  Wasserozonisierung  bekanntlich  wesentlich  auf  das  Wasser  selbst 
an,  nicht  sowohl  hinsichtlich  seines  Bakteriengehaltes,  als  vielmehr  besfig- 
lieh  seiner  allgemeinen  Qualitäten,  zumal  seines  Gehaltes  an  organischen 
Stoffen  und  suspendierten  Bestandteilen  etc.  Die  Zahl  der  Keime  ist 
diesen  Einflüssen  gegenüber  ziemlich  nebensächlich;  wenn  ein  Wasser 
für  Ozonisierung  überhaupt  geeignet  ist,  macht  es  wenig  ans,  ob  Hno* 
derte  oder  Tausende  von  Keimen  in  einem  Kubikzentimeter  vorhanden 
sind.  Uns  stand  das  Leitungswasser  der  Stadt  Frankfurt  einerseits  - 
das  ein  Gemisch  von  Quell-  und  Grundwasser  ist  und  im  folgenden 
als  Trinkwasser  bezeichnet  werden  wird  — ,  das  rohe  Mainwasser  anderer- 
seits zur  Verfügung.  Das  letztere  war  im  rohen  Zustande  zur  OzoDi- 
sierung  nicht  geeignet,  das  Trinkwasser  aber  enthielt  so  wenige  Keime 
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aß  eine  Konstatierung  der  Ozonwirkung  kaum  möglich  war.  Es  maßten 
eshalb  dem  Trinkwasser  Bakterien  künstlich  zugesetzt  werden ;  außer- 
lein    aber  verlangt  der  „OTTO^-Apparat  einen  Wasserdruck  von  etwa 
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Fig.  2. 

2  Atmosphären,  denn  nnr  dann  wird  genügend  Ozon  aus  dem  Ozoni- 
sateur  angesaugt.  Herr  Ingenieur  Fuss,  der  mir  bei  allen  Versuchen 
beigestanden  hat,  löste  diese  Schwierigkeit  auf  folgende  Weise:   Ein 

6* 
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Mischgefäß  von  60  1  Inhalt  konnte  nach  Bedarf  mit  Trinkwasser  oder 
aber  mit  Mainwasser  gespeist  werden.    Eine  kleine  elektrisch  betriebene 
Zahnradpumpe  ermöglichte  in  kurzer  Zeit  Durchmischung  innerhalb  des 
Mischgefäßes,  oder  bei  anderer  Hahnstellung  Entleerung  des  Hiscb-  | 
gefäßes  durch  den  Emulseur  „Otto*^,  und  zwar  ließ  sich  der  Druck,  i 
mit  dem  das  Wasser  aus  dem  Mischgefäße  gehoben   und  dorch  den 
Emulseur  gepreßt  wurde,  von  0,4  bis  auf  3  Atmosphären  beliebig  ein- 
stellen. Ein  Manometer  ließ  den  Druck  erkennen ;  die  Auslaufgeschwindig*  , 
keit  wurde  direkt  gemessen.  I 

Die  Abbildung  2  zeigt  den  Ozonerzeuger,  an  dessen  unterem  Bande 
das  Rohr,  durch  welches  das  Ozon  angesaugt  wird,  abgeht  Unterhalb 
des  Ozonisateurs  ist  der  Hahn  mit  dem  Emulseur  ^Otto''  zn  sehen, 
er  ist  zur  Zeit  der  Aufnahme  des  Bildes  nicht  mit  dem  Ozonrohr  ver- 
bunden gewesen.  Rechts  neben  dem  Emulseur  „Otto*"  sind  der  Zapf- 
hahn der  Trinkwasserleitung,  weiter  rechts  ein  noch  zu  besprechender 
Hahn  mit  der  Mischdüse  ^F.  G.  L.^  und  einer  Glasglocke,  dann  das  Mano- 
meter und  schließlich  der  Zapf  hahn  der  Main  Wasserleitung  zu  sehen. 
Das  im  Mischkessel  vorbereitete  Wasser  wurde  durch  die  kleine  Pompe 
sowohl  dem  Mischhahn  ^F.  G.  L.^  als  auch  dem  Emulseur  ^Otto'^  durch 
einen  nur  schlecht  auf  dem  Bilde  erkennbaren  Rohrstrang  zugefahrt. 
Das  Ozonrohr  konnte  sowohl  mit  dem  Emulseur  ^Otto^  als  mit  den 
Mischhahn  „F.  G.  L."  verbunden  werden. 

Als  Zusatz  zu  dem  Wasser  wurden  Staphyl.  pyog.  aur.  und  Bact 
coli  (aus  Säuglingsstuhl  stammend)  gewählt.  Nachdem  das  MischgefiS 
mit  Trinkwasser  gefüllt  war,  wurden  10-30  ccm  Bouillonknltar  der 
betreffenden  Bakterienart  zugesetzt,  mittels  der  Pumpe  durchgemischt 
dann  die  Schaltung  geändert  und  nun  mit  IV2  oder  2  Atmosphäreo 
Druck  das  bakterienhaltige  Wasser  durch  den  Emulseur  oder  den 
Mischhahn  gepreßt.  Das  Manometer  wurde  abgelesen,  die  geforderte 
Wassermenge  gemessen,  nach  einigen  Minuten  wurde  die  erste  Probe 
entnommen  und  darauf  die  Lichtleitung  zum  Zwecke  der  Ozonerzeagaog 
eingeschaltet.  Wenige  Sekunden  darauf  roch  das  ausfließende  Wasser 
stark  nach  Ozon  —  man  brauchte  es  nur  einige  Sekunden  stehen 
zu  lassen,  um  den  Geruch  zum  Verschwinden  zu  bringen.  Etwa 
3  Minuten  nach  Einschalten  des  Ozons  wurde  die  2.  Probe  entnommeo, 
darauf  die  Lichtleitung  ausgeschaltet  und  nach  abermals  etwa  3  Hinaten 
—  nunmehr  also  wiederum  ohne  Ozon  —  eine  letzte  Probe  entnommen. 
Bei  Verwendung  von  Staphylokokken  und  Coli  wurden  Agarplatten  ge- 
gossen, die  nach  1— 3-tägigem  Stehen  bei  37®  gezählt  wurden.  Dieses 
Schema  der  Untersuchung  wurde  natürlich  nach  Bedarf  modifiziert: 
andere  Druckverhältnisse,  verschiedene  Bakterienmenge,  kürzere  Zeiten 
der  Ozoneinwirkung  wurden  probiert  etc.  Das  alles  aber  ist  yerhSltnis* 
mäßig  unwesentlich  gegenüber  der  festgestellten  und  immerhin  be- 
merkenswerten Tatsache,  daß  —  geeignete  Wasserqualität  vorausgesetzt 
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—  mittels  der  OTTOschen  Anordnung  eine  Vernichtung 
von  Tausenden  von  Bakterien  pro  Kubikzentimeter,  so- 
fern sie  die  Resistenz  der  Staphylokokken  bezw.  des 
Bact.  coli  haben,  mit  Sicherheit  möglich  ist  Die  große 
Giftigkeit  des  Ozons  fflr  Bakterien  zeigt  sich  eben  darin,  daß  bei  inniger 
Berflbrung  mit  dem  Ozon  nur  außerordentlich  kurze  Zeiten  zur  Keim- 
tötung  nötig  sind. 

Das  folgende  Protokoll  zeigt  einen  typischen  Versuch:  60  1  Trink- 
wasser +  10  ccm  einer  1-tftgigen  Golibouillonkultur.  Nach  gründlichem 
Durchmischen  Entnahme  aus  dem  Emulseur  ^Otto'^. 


Fig.  3.    MiBchdüse  ,F.  G.  L.«*  (2 : 3). 


ohne  Einschaltang  des  Ozons  bei  1  Atmo- 
sphäre Druck  (2,4  1  Wasser  pro  Minute) 

danach  Einschaltung  des  Ozons,  nach  eini- 
gen Minuten  neue  Probe 

dann  Erhöhung  des  Wasserdruckes  auf 
2  Atmosphären  (Sfi  1  Wasser  pro  Mi- 
nute), danach  neue  Probe 

dann  Ausschaltung  der  Ozonerzeugung,  nach 
wenigen  Minuten  neue  Probe 


etwa  43000  Keime  in  1  ccm 


5000 


40000 


Aus  technischen  Gründen  schien  es  angebracht,  einen  bei  ge- 
ringerem Drucke  arbeitenden  Mischhahn  zu  ersetzen.  Herr  Ingenieur 
Fuss  konstruierte  deshalb  eine  Mischdüse,  bei  welcher  der  Wasser- 
strahl durch  besondere  Führung  in  zahlreiche  sich  noch  vielfach  brechende 
Wasserfäden  aufgelöst  und  so  in  innigste  Berührung  mit  dem  Ozon 
gebracht  wurde.  Die  Mischdüse  „F.  G.  L.**  ist  hier  abgebildet  (Fig.  3). 
Um  diese  Berührung  noch  längerdauernd  zu  machen,  wurde  anfangs 
das  Wasser  noch  durch  eine  in  der  Abbildung  2  sichtbare  Glasglocke 
geführt,  in  der  es  als  Springbrunnen  aufschoß,  um  an  den  Wänden  in 
dünner  Schicht  abzufließen.  Diese  Anordnung  hat  sich  ausgezeichnet 
bewährt,  aber  es  zeigte  sich,  daß  auf  die  Glasglocke  verzichtet  werden 
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konnte,  wenn  nur  die  Mischdüse  entsprechend  verlängert  wurde.  Die 
Resultate  mit  dieser  Mischdüse  ^F.  G.  L/  sind  insofern  noch  günstigere, 
als  mit  dem  Emulseur  ^Otto'\  als  mit  dieser  Mischdüse  schon  bei 
geringerem  Leitungsdrucke  genügend  Ozon  angesaugt,  und  als  bei 
gleichem  Drucke  größere  Wassermengen  pro  Minute  gefördert  werden. 
Bei  dem  eben  erwähnten  Versuche  wurde  neben  dem  Emulseur  „Otto" 
auch  die  Mischdüse  „F.  G.  L/^  zum  Vergleiche  herangezogen.  Schon  bei 
0,6  Atmosphären  Druck  (2  1  Wasser  pro  Minute)  ging  die  Keimzahl 
von  43000  auf  5000  herunter,  bei  1  Atmosphäre  (2,6  1  Wasser  pro 
Minute)  waren  nur  noch  11,  bei  2  Atmosphären  (4  1  Wasser  pro  Minntei 
weniger  als  10  Keime  in  1  ccm  vorhanden. 


Fig.  4. 


Wir  haben  eine  Anzahl  Versuche  mit  verschiedenen  Mischdöseo 
nach  dem  System  „F.  G.  L."  angestellt  mit  Bact  coli  und  mit  Staphylo- 
kokken, welche  alle  das  gleiche  Resultat  ergaben:  Schon  bei  einem 
Drucke  von  1,5  Atmosphären  wurden  nach  kurzer  Zeit  fast  sämtliche 
zugesetzten  Keime  abgetötet.  Freilich  gingen  ganz  vereinzelt  Keime 
auf,  häufig  nur  2  oder  4  —  und  diese  sind  wohl  als  zufällig  am  Ans- 
laufsrande  hängen  gebliebene  anzusehen  —  aber  Tausende  und  Zehn- 
tausende der  zugesetzten  Keime  waren  trotz  der  so  kurzen  Berührnng 
mit  dem  Ozon  abgetötet.  Die  Abbildung  4  zeigt  2  Platten  eines  soldien 
Versuches.  In  wie  kurzer  Zeit  die  ganze  Mischdüse  keimfrei  wiri 
zeigt  der  folgende  Versuch  mit  einem  älteren  Modelle  der  Mischdfise 
„FG.L.": 

60 1  Trinkwassser  +  10  ccm  einer  2-tägigen  Staphylokokkenbouillon- 
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kultur;  1,5  Atmosphfiren  Drnck,  2  1  Wasser  pro  Minute.  Mit  je  V,  ccm 
wurden  Agarplatten  gegossen,  die  nach  3-tägigem  Stehen  bei  37^  ge- 
zählt worden: 

ohne  Ozon  11200  Keime  in  1  ccm 

nach   10  Sekunden  Ozon 
„      weiteren     20  Sekunden  Ozon 

dann  Steigerung  des  Druckes  auf  2  Atmosphären 
(2,3  1  Wasser  pro  Minute) 

Steigerang  auf  2^]^  Atmosph&re  (2,5  1  Wasser  pro 
Minute) 

danach  ohne  Ozon 

dann  Einschaltung  des  Emulseur  „Otto^,  2  Atmo- 
sphären Druck  (3,2  1  Wasser  pro  Minute)  16       „      >  „    1     „ 

Die  hygienische  Bedeutung  der  wenigen  überlebenden  Keime  wird 
man  nicht  hoch  veranschlagen ;  wir  wissen  aus  der  Filtrationserfahrung, 
von  welch  großer  Bedeutung  eine  erhebliche  Reduktion  der  Keimmengen 
ist  —  in  unseren  Versuchen  ist  aber  bei  dem  enormen  künstlichen 
Zusätze  diese  Reduktion  eine  so  außerordentliche,  daß  sie  in  prak- 
tischer Beziehung  einer  völligen  Keimvernichtung  fast  gleich  zu  er- 
achten ist. 

Es  soll  nicht  der  Zweck  dieser  Zeilen  sein,  die  praktische  Ver- 
wendung dieser  Hausapparate  zu  empfehlen ;  sie  sind  ja  sicherlich  nur 
als  Notbehelf  anzusehen,  und  ihre  Verwendbarkeit  wird  auf  besondere 
Fälle  beschränkt  sein.  Immerhin  aber  ist  es  von  Bedeutung,  daß  der- 
artige Apparate  existieren.  Wichtig  erscheint  mir  der  Nach- 
weis, daß  bei  inniger  Mischung  die  momentane  Berüh- 
rung mit  genügenden  Mengen  Ozon  zur  Keimtötung  ge- 
nügt Diese  Tatsache  dürfte  auch  für  die  Konstruktion  im  Groß- 
betriebe zu  berücksichtigen  sein. 

Das  bisher  Gesagte  gilt,  wie  anfangs  betont  wurde,  nur  für  ein 
geeignetes  Wasser,  und  das  von  uns  benutzte  Trinkwasser  mit  seinem 
minimalen  Gehalte  an  organischen  Stoffen,  ohne  suspendierte  Bestand- 
teile und  ohne  Eisen,  stellt  natürlich  das  Optimum  der  Bedingungen 
dar.  Verwandten  wir  Mainwasser,  natürlich  ohne  künstlichen  Bakterien- 
zusatz, so  war  auch  bei  Verdünnung  mit  Trinkwasser  bis  zur  Hälfte 
weder  mit  dem  Emulseur  „Otto",  noch  mit  der  Mischdüse  „F.  G.  L.*' 
irgend  ein  Effekt  zu  konstatieren ;  mischten  wir  1  Teil  Mainwasser  mit 
3  Teilen  Trinkwasser,  so  trat  mit  Emulseur  „Otto''  oder  Mischdüse 
»F.  6.L/'  eine  Keimreduktion  um  das  10'-20-fache  ein  (3800  bis  etwa 
190  im  Minimum).  Diese  Verhältnisse  waren  natürlich  schwankend,  je 
nach  der  Beschaffenheit  des  Mainwassers  an  dem  betreffenden  Tage. 
So  fanden  wir  einmal  bei  Mischung  von  1  Teil  Mainwasser  mit  6  Teilen 
Trinkwasser: 
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vorher  ohne  Oeou       17000  Keime  in  1  ocm 
mit  Oson  260       „        »   ^     » 

nachher  ohne  Ozon    23000       „        •.    1     « 


Ein  andermal  bei  Mischung  von  1  Teil  Mainwasser  mit  4  TeOen 
Trinkwasser: 

vorher  ohne  Ozon       11500  Keime  in  1  ocm 
mit  Ozon  46       „        „    1     „ 

nachher  ohne  Ozon    11000       „        „    1     „ 

Die  Qualität  des  Wassers  ist  also  ausschlaggebend;  man  wird  sich 
deshalb  u.  a.  dieser  Apparate  auch  dazu  bedienen  können,  um  im  Ver- 
suche festzustellen,  ob  ein  Wasser,  das  in  großem  Maßstäbe  ozonisiert 
werden  soll,  zur  Ozonisierung  überhaupt  geeignet  ist,  und  man  wird 
dann  mit  Vorteil  die  skizzierte  Versuchsanordnung  mit  kfinsÜicheiD 
Zusätze  von  Bakterien  benutzen  kOnnen.  Für  transportable  Apparate, 
z.  B.  für  militärische  Zwecke,  die  für  allerhand  Arten  von  Wasser  ge- 
eignet sein  sollen,  kann  die  Ozonisierung  mit  diesen  Apparaten  nur 
dann  in  Betracht  kommen,  wenn  eine  Behandlung  des  Wassers  —  z.  B. 
Ausf&Uung  oder  Filtration  —  vorangegangen  ist,  welche  eine  derartiges 
Reinheitsgrad  des  Wassers  bewirkt,  wie  er  für  die  Keimtötung  durch 
Ozon  nötig  ist. 
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Ueber  .die  Haltbarkeit 
des  Diphtherie-  und  Tetanusserums 


Von 
K.  B.  Boehncke 


Ni 


licht  selten  stößt  man  in  ärztlichen  Kreisen  auf  die  Meinung,  daß 
der  spezifische  Wertgehalt  der  Heilsera  äußerst  labiler  Natur  sei.  Bei 
der  erheblichen  praktischen  Bedeutung,  die  eine  mehr  oder  minder 
große  Haltbarkeit  jedes  Heilserums  unbestritten  besitzt,  mußten  Eiv 
gebnisse  aus  Untersuchungen  über  diese  Frage  von  allgemeinerem 
Interesse  sein.  Für  das  am  meisten  angewendete  Heilserum:  das 
Diphtherie- Antitoxin  sind  solche  Untersuchungen  bereits  mehrfach  und 
an  verschiedenen  Stellen,  jedoch  mit  zum  Teil  widersprechenden  Er- 
gebnissen ausgeführt.  Gerade  unser  Institut  ist  infolge  des  so  überaus 
reichlichen  Materials  ganz  besonders  in  der  Lage,  über  das  Vorkommen 
and  die  Höhe  von  Abschwächungen  der  im  Verkehr  befindlichen 
Diphtherie-Heilsera  Auskunft  zu  geben.  Solche  Untersuchungen  sind 
hierselbst  vor  einer  Reihe  von  Jahren  von  Marx*),  sowie  von  Otto') 
aasgeführt.  Während  letzterer  die  Frage  der  Haltbarkeit  der  Heil- 
sera in  der  tropischen  und  subtropischen  Zone  prüfte  und  dabei  fand, 
daß  ein  Verlust  von  Antitoxineinheiten,  der  auf  den  Einfluß  des 
Tropenklimas  zurückzuführen  gewesen  wäre,  nie  eingetreten  war,  hat 
Marx  die  Haltbarkeit  verschiedener  Diphtheriesera,  die  ohne  besondere 
Vorsichtsmaßregeln,  also  in  einer  der  Praxis  entsprächenden  Weise  auf- 
bewahrt wurden,  genauer  untersucht.  Er  konnte  zeigen,  daß  von  den 
aof  der  prüfungstechnischen  Abteilung  kontrollierten  Diphtherieseris 
aar  eine  verschwindend  kleine  Menge  (von  1104  Prüfungsnummern  34) 
wegen  einer  Abschwächung  um  mehr  als  10  Proz.  ihres  Antitoxingehaltes 
vor  Ablauf  ihrer  staatlichen  (3-jährigen)  Gewährsdauer  zur  Einziehung 
gelangen  mußten.  Weiter  konnte  Marx  bei  der  Untersuchung  mehrerer 
angewöhnlich  alter  Sera,  wie  sie  in  der  Praxis  überhaupt  nicht  mehr 


1)  Festschrift  z.  60.  Geburtstag  von  R.  Koch,  1903. 

2)  Arch.  ftlr  Schiffs-  und  Trop.-Hyg.,    Bd.  X,,  1906. 
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vorkommen  können,  zeigen,  daß  auch  diese  alten  5Vs-bis  6Vrjälirigen 
Diphtheriesera  noch  in  jeder  Beziehung  den  Angaben  über  den  Antitoxin- 
gehalt,  den  sie  aufweisen  sollten,  entsprachen.  Entgegengesetzte 
Resultate  Chiadinis,  der  auf  Grund  der-  Untersuchungen  von  12  Se^i^ 
behauptet  hatte,  daß  die  Diphtheriesera  bis  zum  2.  Jahre  ihren  Anö- 
toxingehalt  bewahren,  sich  dann  aber  fortwährend  abschwächen,  konnten 
von  Marx  als  ungültig  infolge  der  Anwendung  einer  fehlerhaften  Ter- 
Suchsmethodik  des  italienischen  Autors  zurückgewiesen  werden. 

Neuerdings  sind  von  zwei  japanischen  Autoren,  Hida  und  Monr  . 
Untersuchungen  über  die  Haltbarkeit  des  Diphtherieserums  angestellt. 
die  wegen  ihrer  mit  den  Ergebnissen  der  früheren  hiesigen  Unter- 
suchungen nicht  recht  in  Einklang  zu  bringenden  Resultate  unser 
besonderes  Interesse  erregen  und  uns  zu  einer  Wiederaufnahme  diesti 
in  praktischer  Hinsicht  so  bedeutungsvollen  Angelegenheit  anfTordem 
mußten.  Hida  und  Moni  untersuchten  die  Haltbarkeit  verschiedeoer 
Diphtheriesera,  die  bei  Zimmertemperatur  im  Dunkeln  aufbewahrt  waren. 
Auf  Grund  ihrer  Untersuchungen  mit  44  mehrere  Monate  bis  mehrere 
Jahre  (4  Monate  bis  12  Jahre)  alten  Diphtherieseris,  verkündeten  sie 
als  Ergebnis,  daß  das  Diphtherieheilserum  in  einem  Jahre  keine  Ver- 
minderung in  seinem  Gehalt  an  Antitoxineinheiten  zeige,  während  es 
sich  bei  langjähriger  Aufbewahrung  nach  und  nach  abschwäche.  Uebei 
den  Grad  der  Abschwächung  der  untersuchten  Serumproben  ergibt  die 
nachstehende  Tabelle  1  Auskunft: 


Tabelle  1. 


Dauer  der  Auf- 

Maximalabnahme  der 

Minimalabnahme  der 

Dnndudmittlidi 

bewahrnng  des  SeromB 

Antitoxineinheiten 

Antitoxinemhätai 

bis  zu  1  Jahre 

0  Proz. 

OPror. 

OFlQi. 

»>    >»    "      >» 

15,3     „ 

2     " 

5    ,. 

>i     n     3        „ 

15.3     „ 

7.6     „ 

W    „ 

A 
91       9}      *           >» 

30,7     „ 

7.6     „ 

26.8    .. 

II       l>       ^           IJ 

23.0     „ 

7.6     „ 

15.3    „ 

II       »1       ^           1» 

21,0     ., 

8,3     „ 

154    „ 

»»       II       '            1» 

61,5     „ 

23,0     „ 

48,6    „ 

aber  8      „ 

72.0     ,. 

20,0     ,. 

38,1    „ 

Aus  den  vorstehend  wiedergegebenen  durchschnittlichenErgebnissen 
schlössen  die  japanischen  Autoren  auf  eine  ziemlich  regelmäSisre. 
gradatim  erfolgende  und  sehr  erhebliche  Abnahme  der  antitoxiscbeD 
Fähigkeiten  des  Diphtherieserums  unter  gewöhnlichen  Verhältnissen. 
Es  standen  somit  diese  Behauptungen  in  sichtlichem  Widersprach  zu 
den  von  Marx  an  dem  Material  unserer  prüfungstechnischen  Abteilnoe 
vor  Jahren  erhobenen  und  oben  kurz  mitgeteilten  Befunden. 


1)  Saikiügakkuzashi,  1911,  No.    184,   bezw.   Referat  in  Zeitschr.  fir 
Chemotherap.,  1912,     II.  Teil,  No.  3  u.  4. 
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Unsere  Untersuchungen  erstreckten  sich  zunächst  auf  die  Nach- 
prüfung des  antitoxischen  Wertgehalts  einer  Reihe  zum  Teil  recht 
alter  Diphtheriesera  ans  verschiedenen  Herstellungsstätten,  weiterhin 
auf  die  Nachuntersuchung  mehrerer  Diphiheriesera  neueren  Datums, 
die  verschiedene  Zeit  —  1  bis  5  Monate  —  der  schädigenden  Wirkung 
höherer  Temperaturgrade  (teils  37,  teils  40®  C)  ausgesetzt  waren  und 
endlich  auf  die  Frage,  ob  unter  den  jetzigen  gesetzlichen  Bestimmungen 
für  die  Kontrolle  der  Diphtherie-  und  Tetanussera  aus  der  Benutzung 
zu  alter  Sera  irgend  eine  Schädigung  von  Aerzten  und  Patienten  er- 
wachsen könnte. 

Die  Untersuchung  der  Diphtherieserumproben  geschah  in  der  von 
Ehrlich  ^)  angegebenen,  in  Deutschland  zur  staatlichen  Prüfung  vor- 
geschriebenen Gift-Serum-Mischungsmethode  in  vitro  und  Auswertung 
an  Meerschweinchen.  Die  einzelnen  Proben  waren  unseren  Beständen 
wahllos  entnommen  und  waren  in  den  vergangenen  Jahren  ohne  be- 
sondere Sicherheitsmaßregeln  im  Schrank  eines  Laboratoriums  auf- 
bewahrt, das  im  Winter  nicht  geheizt  wird.  In  den  folgenden 
Zusammenstellungen  (Tabelle  2  und  3)  ist  das  jeweilige  Zulassungs- 
datum der  einzelnen  Serumproben,  ihr  ursprünglich  festgestellter 
Mindestgehalt  an  Antitoxineinheiten,  sowie  die  bei  den  jetzigen  Nach- 
untersuchungen ermittelte  Abschwächung  gegenüber  dem  ursprünglichen 
Titer  in  Prozenten  angegeben. 


Tabelle  2. 

1.  Nachuntersuchung  von  Diphtherieseris  verschiedensten  Alters 

derseloen  Herkunft 


Datum 
der  ZalaMnog 

UrBiH^gUch 
angegebener 
\^rtKehaIt 

Jetziger  Wertgefaalt 

AbechwSchung 
in  Proz. 

vor  15      Jahren 

2ö0fach 

mehr  als  225  fach 

knapp  10   Proz. 

.    14'/,        , 

250  „ 

„      „   226  ., 

"      ^2      " 

n      13'/«           , 

250  „ 

genau    225   „ 

10      „ 

,      127!           - 

500  „ 

gut        500   „ 

2      •• 

.   117,      , 

400  „ 

reichUch  40O  „ 

0      „ 

.   10 

400  „ 

„        400  „ 

0      „ 

n        9«)           „ 

400  „ 

genau   300  „ 

25       ., 

,     8 

400  „ 

reichlich  400  ,, 

0      „ 

II           •                      1» 

400  „ 

..        400  „ 

2      » 

»          6V4               „ 

400  „ 

„        400  „ 

0      „ 

1.          5V4 

400  „ 

„        400  „ 

0       „ 

A     * 

>i         ^                   It 

400  „ 

400   „ 

0       „ 

11      3            „ 

500  „ 

,.        500  „ 

0      „ 

>i      ^             1» 

500  „ 

500  „ 

0      „ 

1)  Ehrlich:  Klin.  Jahrbuch,  1897.  VI.  Bd.;  Vergl.  auch  Otto  und 
BoEHNCKB :  Die  Wertbemessung  der  Schutz-  und  Heilsera.  Handbuch  von 
KoLLB  u.  V.  Wassermann,  2.  Aufl.,  IL  Bd.,  1.  Teil. 

2)  Serum  trübe,  eingedickter  Rest  in  der  Flasche,  stark  bakteriell 
verunreinigt. 
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Tabelle  3. 


2.  NachanteranchanK  von  Diphtherieseris  Terschiedensten  Alters 

anderer  Herkanft  wie  in  1. 

Datam 
der  ZalaHong 

UrBprfinglich 
W^gOult 

Jetziger  Wertgdialt 

Abadinidning 
in  Prot 

vor  14  Jahren 

300 fach 

ca.220fiich 

ca.  27  Pn«. 

„   12       ,, 

460  „ 

.,   390  „ 

„   13     - 

„    11         V 

300  „ 

„   270  „ 

»    10     » 

„  10  r. 

260  „ 

"   245  ., 

)aaMfip2fi     „ 

n     9       „ 

400  „ 

360  „ 

.,     10     , 

V     8       „ 

400  „ 

380  „ 

l      5     , 

»6       •> 

500 ,; 

fiber  475-480  fenh 

»  5  : 

A. 
f)        *           ff 

400  „ 

400  &ch 

0     , 

»3       „ 

400,, 

400  „ 

0     „ 

Ein  Vergleich  der  in  vorstehenden  Tabellen  ermittelten  Werte  mit 
denen  der  Tabelle  1  läßt  ohne  weiteres  die  großen  Unterschiede  onserer 
Untersnchongsergebnisse  mit  denen  von  Hida  and  Mori  erkennen  and 
beweist,  daß  die  Annahmen  dieser  Autoren  von  der  GleichmUigkeit 
and  Intensität  des  Antitoxinverlustes  im  Diphtherieserum  jedenfalls 
nicht  aneingeschränkt  lär  alle  Diphtheriesera  gelten  können.  Die  äl- 
testen von  Hida  und  Moni  untersuchten  Diphtheriesera  waren  8  Jahre 
lang  aufbewahrt.  Sie  zeigten  im  Durchschnitt  eine  Abschwächung  tod 
38,1  Proz.  Unsere  Untersuchungen  ergaben  für  ein  8-j8hriges  Serum 
teils  überhaupt  keine  (Tabelle  2),  teils  eine  Abschwächung  von  5  Proz. 
(Tabelle  3).  Noch  bis  zu  12V4  Jahren  ließ  sich  ein  Antitozinverlast  bei 
Diphtherieseris  einer  Fabrikationsstätte  nicht  feststellen.  13— 15-jährige 
Diphtheriesera  derselben  Fabrik  zeigten  einen  relativ  minimalen  Verlust 
von  10  Proz.  des  ursprünglich  angegebenen  Wertgehalts.  Auch  die  in 
Tabelle  3  aufgeführten  Sera  anderer  Herkunft  ließen  eine  erhebliche 
Abnahme  des  Antitoxingehalts  erst  bei  einer  14-jährigen  Probe  erkennen. 
Daß  die  Haltbaiiceit  der  in  Tabelle  3  verzeichneten  Diphtheriesera  nicht 
ganz  so  gut  war  wie  die  in  der  Tabelle  2  verzeichneten  Sera,  läßt  sich 
vielleicht  dadurch  erklären,  daß  bei  letzteren  die  Fläschchen  fast  durch- 
weg mit  Gummistopfen,  bei  ersteren  dagegen  nur  mit  Eorkstopfen  in 
Pergamenthülle  verschlossen  waren.  Dafür  würde  weiter  sprechen  die 
Tatsache,  daß  seit  der  vor  8  Jahren  in  der  betr.  Fabrik  durchweg  ein- 
geführten Gummistopfung  (zufolge  freundlicher  persönlicher  Mitteflong 
des  betr.  Abteilungsvorstehers  Prof.  Ruppel)  die  Diphtheriesera  einen 
Antitoxinverlust  nicht  erkennen  ließen.  Der  in  Anbetracht  unserer  übrigen 
Untersuchungsresultate  außergewöhnlich  hohe  antitoxische  Verlust  eines 
9-jährigen  Diphtherieserums  (Tabelle  2)  läßt  sich  wohl  ohne  weiteres 
auf  die  in  diesem  Falle  nachgewiesene  bakterielle  Verunreinigung 
zurückführen.  Aber  auch  die  japanischen  Resultate  scheinen  die 
verallgemeinernde  Annahme  eines  ständig  fortschreitenden  Antitoxin- 
verlustes in  erheblichem  Grade  aus  dem  Diphtherieserum  nicbt 
ganz  zu  rechtfertigeu,  da  dieser  Annahme  die  in  der  3.  Spalte  der 
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Tabelle    unter  Minimalabnahme  der  Antitoxineinheiten  verzeichneten 
Resultate  direkt  widersprechen.    Es  zeigt  hier  ein  8-jähriges  Diphtherie- 
serum nur  einen  Antitoxinverlust  von  20Proz.,  ein  6-jähriges  nur  von 
8,3  Proz.     Das  dürfte  dafür  sprechen,  daß  es  sich  bei  den  untersuchten 
Diphtherieseris  mit  Mazimalabnahme  an  Antitozineinheiten  nicht  um 
einen  natürlichen  Vorgang  handelt,  der  bei  jeder  längeren  Konservierung 
jedes  Diphtherieserums  eintritt,  sondern  daß  dabei  noch  andere  Momente 
direkt  sotiftdigender  Natur  mitgewirkt  haben,  wie  z.B.bei  unserem  9-jährigen 
Serum  in  Tabelle  2.    Dann  kann  man  aber  nicht  mehr  von  einer  natür- 
lichen Abnahme  des  Antitoxingehalts  unter  den  gewöhnlichen  Verhält- 
nissen der  Praxis  reden,  und  so  eingreifend  schon  äußerlich  veränderte 
bezw.  geschädigte  Sera  wird  niemand  auch  nur  im  Notfall  gebrauchen. 
Es   dürfte  danach  die  Annahme  zu  Recht  bestehen,  daß  bei  guter 
Füllung*)   und  festem  Verschluß  der  Bläschchen  (wie  ihn  die  jetzt 
allgemein  gebräuchlichen  sterilen   Gummi-  bezw.  paraffinierten  Eork- 
Btopfen  oder  zugeschmolzenen  Glasampullen  hinlänglich  sicher  gewähr- 
leisten) das  in  Deutschland  nach  staatlicher  Kontrolle  in 
Verkehr  gebrachte  Diphtherieserum,  wenn  es  nicht  di- 
rekten Schädigungen  durch  Licht  oder  Wärme  ausgesetzt 
ist,  im  allgemeinen  eine  praktisch  unbegrenzte  Haltbar- 
keit mit  anscheinend  ganz  geringem,  sehr  allmählichem 
Antitoxinverlust  hat,  sodaß  der  ursprünglich  garantierte  Wert- 
gehalt dem  Konsumenten  viele  Jahre  hindurch  gewährleistet  erscheint. 
Diese  Erfahrungen  haben  wir  an  allen  von  uns  kontrollierten  Seris  ver- 
schiedener Herkunft  mit  nur  geringen  Unterschieden  gemacht  bis  auf 
eine  Ausnahme.    Aus  einer  Fabrik  stammende  Diphtheriesera  und 
zwar  merkwürdigerweise  in  der  Regel  gar  nicht  so  hochwertige  (meist 
350fache)  zeigen  nämlich  sehr  häufig  einen  stärkeren  Antitoxinverlust, 
oft  schon  nach  wenig  (6 — 7)  Monaten.    Wir  kommen  noch  weiter  unten, 
gelegentlich  der  Besprechung  der  gesetzlich  angeordneten  6-  und  24- 
monatlichen  Nachprüfung   des  Diphtherieserums  darauf  zu  sprechen. 
Jedenfalls  müssen  wir  aber  das  Verhalten  dieser  Sera,  die  im  Gegensatz 
zu  allen  anderen  in  Deutschland  fabrizierten  Diphtherieseris  einen  starken 
Antitoxinverlust  schon  nach  kürzerer  Zeit  erkennen  lassen,  als  ein  aus - 
nahmsweises  betrachten,  das  vielleicht  durch  irgendwelche  besondere 
Behandlung  bei  der  Herstellung  des  Serums  bedingt  ist. 

Die  Diphtheriesera  derselben  Herkunft  erwiesen  sich  übrigens 
ferner  bei  Konservierung  bei  höheren  Temperaturen  auch  nur  wenig 
haltbar,  wieder  im  Gegensatz  zu  den  Ergebnissen  mit  unseren  übrigen 
Diphtherieseris.  Denn  bei  diesen  vermochte  selbst  mehrmonatige  Auf- 
bewahrung bei  erhöhter  Temperatur  regelmäßig  nur  eine  sehr  allmähliche 


1)  Vermeidung  der  oxydierenden  Wirkung  eines  größeren  Luftquantums 
und  geringere  Gefahr  bakterieller  Verunreinigung. 
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and  erst  bei  relativ  hohen  Temperataren  eintretende  Schädigung  zq 
bewirken.  Wie  Tabelle  4  anter  a  zeigt,  halten  3  verschiedene  Sen 
eine  2V2— 5-monatige  Erwärmang  aaf  37®  ohne  nennenswerte  Einbuße 
an  Antitoxin  aus.  Selbst  bei  einer  Temperatur  von  41  ®  macht  sich 
erst  nach  mehrmonatiger  Einwirkung  (Tabelle  5  unter  a)  im  aUgemeinen 
eine  deutliche  Abschwächung  bemerkbar. 

Tabelle  4. 
Aufbewahrung    mehrerer    Diphtheriesera    FerBchiedener  Herknnft 

bei  37^ 


1  Monat 
vorher  nachher 


27,  Monate 
vorher  nachher 


5  Monate 
vorher  oadüier 


reichL  500 

„       500 
„       500 


reichl.  500 
„  500 
„       500 


reichl.  500 
„  500 
„       500 


reichl.  500 
„  500 
„       500 


reichl.  500 

„       500 
..       500 


gatoOO 


reiehL  350 
„       350 


•ca.  300 
„    325 


reichl.  500 
„       350 


gut  425 
ca.  225 


reichL  500 


|zw.  350-400 
\     IE. 


Tabelle  5. 
Aufbewahrung    mehrerer    Diphtheriesera    verschiedener  Herkonft 

bei  40«. 


1  Monat 
vorher  nachher 


27,  Monate 
vorher  nachher 


5  Monate 
vorher  Dtchker 


reichl.  500 


500 


reichl.  500 

„  500 
„  400 
„       500 


reichl.  500 
„  500 
„       400 


reichL  500 
„  500 
gut  400 


reichL  500 
„       500 


koapp  50C» 
ca.4Si) 


b. 


reichl.  350 
„  350 
„       350 


ca.  300 
„  300 
„  315-320 


Demgegenüber  ist  die  starke  Abschwächung  der  unter  b.  in  den 
beiden  Tabellen  aufgeführten  Diphtheriesera  aus  der  vorerwähnteD 
Fabrik  besonders  auffällig,  zumal  sie  schon  bei  37^  nach  kurzer  Zeit 
deutlich  und  nach  2V2  Monaten  sehr  erheblich  ist.  Ebenso  labil  wie 
gegenüber  der  alleinigen  zeitlichen  Einwirkung  (ohne  schädigende 
Momente)  verhalten  sich  diese  selben  Sera  also  auch  der  Wä^n^ 
Wirkung  gegenüber.  Es  dürfte  deshalb  auch  in  diesem  Fall  der  Schluß 
gerechtfertigt  erscheinen,  daß  es  sich  bei  diesen  Diphtherieseris  nm 
eine  durch  irgendwelche  besonderen  uns  unbekannten  Ursachen  be- 
dingte Ausnahme  von  der  Regel  handelt. 

Bisher  hat  uns  die  Frage  der  Haltbarkeit  des  Diphtheriesenun» 
bei  extrem  langer  bezw.  direkt  schädlicher  Aufbewahrung  beschäftigt 
Es  erübrigt  sich  noch  zu  prüfen,  wie  es  mit  der  Haltbarkeit  unter  den  Ter- 
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hältnissen  der  Praxis  bestellt  ist.    Dafürkönnen  wir  die  Ergebnisse 
der  amtlichen  Nachprüfungen  heranziehen.  Bekanntlich  werden 
in  Deatschland  alle  Diphtheriesera  nicht  nur  einmal  auf  ihren  seitens 
der  Herstellnngsstätten  angegebenen  Wertgehalt  kontrolliert,  sondern 
.auch  später  und  zwar  nach  6  bezw.  24  Monaten  einer  erneuten  Nach- 
prüfung  unterworfen.      Dabei   werden    bisher   Sera   mit   einer.  Ab- 
schwächung  von  höchstens  10  Proz.  nicht  beanstandet ;  Diphtheriesera, 
die   bei  einer  dieser  Nachprüfungen  einen  stärkeren  Antitoxinverlust 
zeigen,  gelangen  sofort  zur  Einziehung.    Nach  den  Mitteilungen  von 
Marx  *)  waren  von  1895 — 1903  im  ganzen  1104  Prüfungsnummem  von 
Diphtheriesemm  in  den  Handel  gebracht  worden.    Seit  dem  1.  4. 1903 
bis  zum  31.  3.  1913  sind  weiter  lö8ö  Kontrollnummern  zur  Prüfung 
gelangt,   insgesamt  also  2689   Nummern.      Davon  wurden  vorzeitig 
wegen   Abschwächung  eingezogen  176  =  6,5  Proz.    Für  die  letzten 
10  Jahre,  den  Zeitraum  vom  1.  4.  1903  bis  31.  3.  1913,  gestalten 
sich  die  Verhältnisse  folgendermaßen: 


Tabelle 

5  6. 

Geprüft 

Wegen  Abschwächung 
eingezogen 

nach  6  Monaten 

nach  24  Monaten 

1585 
599 
986 

142  =  8,9  Proz. 
DaTon  zwischen  1. 4. 1903 
113  =  18,8  Proz. 
zwischen  1.  4. 1908  - 
29  =  2,9  Proz. 

21 
-  31.  3. 1908 
1               19 
31.  3.  1913 
1                2 

121 
94 
27 

Es  geht  daraus  hervor,  daß  die  Zahl  der  Einziehungen  an  sich 
keine  sehr  große  gewesen  ist  und  femer,  daß  sich  die  Verhältnisse 
gerade  in  dem  letzt  vergangenen  Lustrum  ganz  bedeutend  (2,8  gegen 
18,8  Proz.  Einziehungen)  gebessert  haben.  Immerhin  sind  die  Zahlen 
doch  so  große,  daß  der  Widerspruch  zu  den  vorher  dargelegten  Nach- 
untersuchuDgsresultaten  stark  in  die  Augen  springt.  Betrachten  wir 
aber  näher,  wie  sich  diese  relativ  hohen  Einziehungsziffern  wegen 
vorzeitiger  Abschwächung  des  Serums  zusammensetzen,  so  sehen  wir 
sofort,  daß  es  sich  hier  wieder  fast  ausschließlich  um  Diphtheriesera 
aus  einer  —  oben  bereits  erwähnten  —  Fabrik  handelt:  unter  den 
insgesamt  im  letzten  Dezenium  als  abgeschwächt  eingezogenen  Diphtherie- 
sera sind  nämlich  nicht  weniger  als  111  dieser  Herkunft. 

Davon  mußten  17  bereits  nach  6  —  7  Monaten,  94  nach  24 — 25 
Monaten  zur  Einziehung  gelangen.  Da  insgesamt  255  Eontrollnummem 
ans  dieser  Fabrik  kontrolliert  wurden,  ist  also  fast  die  Hälfte,  nämlich 
43,6  Proz.  wegen  vorzeitigen  starken  Antitoxinverlustes  zur  Einziehung 

1)  1.  c.  Seite  5. 
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gelangt.  Das  steht  aber  wieder  in  so  offensichtlichem  Widerspruch 
zu  allen  Nachantersachnngsresaltaten  der  aas  den  anderen  Fabriken 
stammenden  Diphtheriesera,  daß  es  sich  nur  bei  diesen  frühzeitig 
geringwertigen  Diphtherieseris  um  eine  —  yorläufig  nodi 
unerklärliche  —  Ausnahme  handeln  kann.  Denn  nach  Abzog  der* 
255  erwähnten  Kontrollnummem  stellten  sich  die  Ergebnisse  so,  dat 
von  1330  aus  anderen  Fabriken  stammenden  Diphtherieseris  nnr  31 
(und  zwar  4  nach  6  Monaten,  sowie  27  nach  24  Monaten)  d.  s.  2,3  Proz. 
Tor  Ablauf  der  gesetzlichen  Gewährsdauer  wegen  einer  Abschwiehoog 
Ton  mehr  als  10  Proz.  zur  Einziehung  gelangen  mußten. 

Ein  Grund  zur  Beunruhigung  von  Aerzten  und  Patienten  hinsidit- 
lich  etwaiger  Schä.digungen  durch  „verdorbenes"'  Diphtherieserom 
dürfte  also  keinesfalls  vorliegen.  Nachdem  aber  unsere  üntersachungen 
die  Haltbarkeit  des  Antitoxins  im  Diphtherieserum  in  unerwartet 
hohem  Grade  erwiesen  haben,  würde  es  auch  keinen  Bedenken  unter- 
liegen, durch  eine  Verschärfung  der  Nachuntersuchnngs- 
bedingungen  (etwa  nach  6  Monaten  auf  vollen  Wertgehalt,  nach 
24  Monaten  auf  eine  Madmalabschwächung  von  5  Proz.)  die  Kontrolle 
noch  wirksamer  zu  gestalten,  da  hierbei  Sera,  bei  denen  eine  aus- 
nahmsweise schnelle  Verminderung  des  antitoxischen  Wertgehalts 
aus  irgend  einem  Grunde  stattfindet,  sicher  schon  bei  der  ersten  Nach- 
untersuchung zur  Beanstandung  und  aus  dem  Verkehr  kämen.  Anderer- 
seits aber  dürften  im  wohlbegründeten  Interesse  der  Industrie  ebenso- 
wenig Bedenken  bestehen,  bei  der  erwiesenen  großen  Haltbarkeit  des 
Antitoxins  die  gesetzliche  Gewährsfrist  für  Diphtherie- 
sera von  3  auf  5,  mindestens  4  Jahre,  ohne  die  geringste  Beein- 
trächtigung der  Rechte  der  Konsumenten  zu  verlängern. 

Nachdem  durch  Ministerialerlaß  vom  10.  Mai  1910  die  PrQfungs- 
kontroUe  des  Tetanusserums  gesetzlich  geregelt  und  dabei  außer  der 
erstmaligen  Prüfung  auf  den  angegebenen  Wertgehalt  an  Antitoxin- 
einheiten  auch  eine  spätere  Kontrolle  durch  Nachprüfungen  festge- 
setzt ist,  sind  wir  in  der  Lage  auch  einige  Angaben  über  die  Halt- 
barkeit des  Tetanusserums  zu  machen,  worüber  sich  Mit- 
teilungen in  der  Literatur  unseres  Wissens  bisher  nicht  finden.  Das 
flüssige  Tetanusserum  wird  auf  der  prüfungstechnischen  Abteilung  be- 
stimmungsgemäß nach  2  Jahren,  das  feste  Serum  nach  2  und  4  Jahres 
einer  Nachprüfung  auf  seinen  Wertgehalt  unterzogen.  Wird  dabei  eine 
Abschwächung  von  mehr  als  10  Proz.  gefunden,  so  erfolgt  die  sofortige 
amtliche  Einziehung  der  betreffenden  Kontrollnummer.  Für  nicht  ab- 
geschwächte flüssige  Tetanussera  betragt  die  Gewährsdauer  3  Jahre, 
für  feste  Tetanussera,  die  auch  bei  der  zweiten  (vierjährigen)  Nach- 
prüfung genügen,  ist  die  Gewährsdauer  unbeschränkt. 

Im  Folgenden  (Tabelle  7)  bringen  wir  eine  üebersicht  über  unsere 
bisherigen  Nachprüfungsergebnisse : 
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Tabelle  7. 
Nachprüfung    2   Jahre    alter  Tetannssera    auf    ihren    spezifischen 

Wertgehalt. 


KontroU- 

Tag  der 

Wert  in 

Bei  der  Nachprafnng 

Abschwichung 

Nr. 

Zulaaarang 

A.-E. 

in  Proz. 

160 

21.4.  10 

4fMsh 

ibiirh 

0  Proz. 

75 

9.5.  10 

7   ,. 

7  „ 

0      „ 

162 

2.5.  10 

6    , 

6  „ 

0     „ 

166«) 

15.6,   10 

60  „ 

60 ,; 

0      „ 

167 

21.6.  10 

6  „ 

knapp  6  „ 

faatO      :. 

170 

27.6.  10 

4  n 

4  „ 

0      ^ 

76») 

4.6.  10 

70   , 

gut  63  , 

fast  10      „ 

77 

3.6.  10 

4  „ 

kn^p  4  „ 

,,     0 

178M 

29.7.  10 

40  „ 

40  „ 

0      „ 

179 

2.9.  10 

6  „ 

6  „ 

0 

184 

4. 11. 10 

6  „ 

6  „ 

0 

185 

4.11.10 

6  „ 

6  „ 

0      „ 

190 

17.11.10 

4  „ 

4  „ 

0      „ 

80 

3.2.  11 

9  ,. 

nicht  ganz  8,1  „ 

mehr  als  10      „ 

196 

21.3.   11 

6  » 

6   „ 

0     » 

2 

28.11.10 

4  „ 

knapp  4  „ 

fastO 

4 

28. 11. 10 

4  „ 

„      4  „ 

„  0  ;, 

81 

17.4.  11 

4  „ 

4  „ 

0      „ 

Danach  haben  von  18  untersuchten  zwei  Jahre  alten  Tetanusseris 
12  ihren  Tollen  ursprünglichen  Wertgehalt  bei  der  Nachprüfung  er- 
geben ;  4  Sera  haben  eine  ganz  minimale,  praktisch  völlig  bedeutungs- 
lose, im  fein  reagierenden  Tierversuch  nur  eben  wahrnehmbare  Ab- 
schwäch ung  (fast  0,  d.  h.  bis  höchstens  Vs  Proz.)  gezeigt.  Ein  Tetanus- 
serum, und  zwar  ein  hochwertiges  Trockenserum,  hat  eine  deutliche 
Abschwächung  von  fast  10  Proz.  und  endlich  ein  hochwertiges  flüssiges 
Serum  sogar  noch  etwas  mehr  als  10  Proz.  Abschwächung  erkennen 
lassen.  Dieses  letztgenannte  Semm  verfiel  deshalb  der  sofortigen 
Einziehung. 

Wir  können  aus  diesen  Ergebnissen  wohl  den  Schluß  ziehen,  daß 
auch  die  Haltbarkeit  des  Tetanusserums  unter  den  Ver- 
hältnissen der  Praxis  (unsere  nachgeprüften  Sera  sind  ohne 
jegliche  Vorsichtsmaßregeln  aufbewahrt)  eine  durchaus  be- 
friedigende ist,  und  daß  die  gesetzlichen  Vorschriften  vollauf  ge- 
nügen, um  das  Vorhandensein  von  minderwertigen,  weil  stark  abge- 
schwächten Tetanusseris  im  Verkehr  auszuschließen. 


1)  Trockenserum. 


Die  Wertbemessung 
des  Meningokokkenserums  vom 
prOfungstechnischen  Standpunkt 

Von 

K.  B.  Boehncke 


Während  eine  große  Anzahl  von  Autoren  bei  der  Behandlung 
der    epidemischen   Genickstarre  mit   der  Serumtherapie   bei  systema- 
tischen  intralumbalen   Injektionen  größerer  Mengen  Meningokokken- 
serums    günstige   Resultate   zu  erzielen  vermochte,  sind  von  einigen 
Autoren   unbefriedigende   Resultate   berichtet.     Da   in   beiden  Fällen 
die    Sicherheit    der   Angaben    durch    die    Namen    der   betreffenden 
Autoren   völlig   gewährleistet   ist,   so   dürfte   es   vielleicht  nicht  fem 
liegen,   den  Grund   für    die  Fehlschläge   in   den  betreffenden,  jeweils 
zur  Anwendung  gelangten  Serumpräparaten  zu  suchen.    Um  die  Ver- 
wendung solcher  minderwertiger  Sera  zu  verhindern  und  zugleich  für 
die  Beurteilung  der  spezifischen  Serumwirksamheit  sichere  Grundlagen 
zu  schaffen,  ist  man  bekanntlich  von  jeher  bestrebt  gewesen,  für  jedes 
in  die  Therapie  eingeführte  bezw.  einzuführende  Heilserum  eine  ge- 
naue Wertbemessung  zu  ermitteln  und  in  der  Medizin  bereits  bewährte 
Sera  der  amtlichen  Prüfungskontrolle  zu  unterstellen.    Während  sich 
eine  Bestimmung   des  Wertgehalts   bei   den   meisten  in  der  Human- 
medizin verwendeten  Seris,  besonders  den  antitoxischen,  ohne  größere 
Schwierigkeiten   hat  ermöglichen  lassen,   ist   die  Ausarbeitung   einer 
sicheren    Wertbemessungsmethode    beim    Meningokokkenserum    von 
jeher  auf  die  größten  Hindemisse  und  Unstimmigkeiten  gestoßen.    Zwar 
sind  von   den  verschiedenen  Autoren,  die   sich  mit   der  Darstellung 
des  Genickstarreserums  beschäftigten,  auch  Methoden  zu  seiner  Wert- 
bestimmung   angegeben,    doch    gehen   die    Ansichten    aller    Sachver- 
ständigen  über   die  geeignetste  Art  der  Wertbemessung  bisher  noch 
durchaus  auseinander.    Bei  dem  Mangel  eines  einheitlich  anerkannten 
Prüfungsmodus  konnte  aber  eine   staatliche   Kontrolle   des  Meningo- 
kokkensemms  trotz  seiner  fast  aUgemein  anerkannten  therapeutischen 
Wirksamkeit   bisher  nicht  eingeführt  werden,   da  ja  naturgemäß  das 
Vorhandensein  einer  durchaus  sicher  arbeitenden  und  Vergleiche  er- 
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möglichenden  Wertbestimmnngsmethode  eine  conditio  sine  qn&  non 
fBr  diese  Maßregel  bilden  maß.  Es  schien  daher  dorchaas  erforderiich, 
Tor  Einführung  eines  bestimmten  Prüfongsmodas  vorerst  die  Ter- 
schiedenen,  von  den  einzelnen  Autoren  angegebenen  Unter8ach1m^^- 
arten  einheitlich  nachzuprOfen,  um  danach  entscheiden  zu  können, 
ob  und  welche  Methode  den  besonderen  Bedingungen  der  amtlichen 
Prüfungstechnik  völlig  bezw.  am  meisten  gerecht  wird. 

Bevor  wir  in  die  Wiedergabe  der  hierbei  erzielten  Untersuchung 
ergebnisse  eintreten,  dürfte  es  angebracht  sein,  eine  zusanmien&ss^de 
Uebersicht  der  verschiedenen  in  der  Praxis  der  Serumfabrikatiou  nnd 
im  Laboratorium  benutzten  Wertbemessungsmethoden  des  Meningo- 
kokkenserums  voranzuschicken.  Sie  lassen  sich  ti*ennen,  in  (die  na- 
türlich weit  mehr  vorzuziehenden,  weil  überzeugenderen)  Versache 
am  lebenden  Tier  und  in  solche  im  Reagenzglas. 

JoGHMANN  hat  trotz  der  ihm  bekannten  schwankenden  Tiervimlenz 
der  MeningokokkenstSmme  die  Austitrierung  des  Meningokokkensenuns 
im  Tierversuch  an  weißen  Mäusen  oder  jungen  Meerschweinchen  Tor- 
genommen  und  hat  angeblich  damit  „einigermaßen  zufriedenstellende 
Wertbestimmungen"  ausführen  können. 

RüPPEL,  der  sein  Meningokokkenserum  an  weißen  Mäusen  aus- 
wertete, benutzte  als  Prüfungsstämme  eine  durch  fortgesetzte  Passage 
auf  Serumbouillon  so  hoch  virulent  gemachte  Meningokokkenknltnr. 
daß  sie  noch  in  Dosen  von  0,000001  Kaninchen,  Meerschweinchen  and 
Mäuse  unter  dem  Bilde  der  Septikämie  tötete.  Jedoch  haben  diese 
Angaben  Rüppels  nirgends  Bestätigung  gefunden,  da  es  anscheinend 
keinem  anderen  Autor  gelungen  ist,  eine  derartige  Virulenzsteigerong 
bei  Meningokokken  zu  erzielen. 

Von  Kraus  und  Doerr,  sowie  von  v.  Wassermann  undLEUCHS. 
femer  von  Kraus  und  Bacher  wurde  vorgeschlagen,  die  giftnentrali- 
sierende  Wirkung  des  Meningokokkenserums  gegenüber  einem  als 
Schüttelextrakt  hergestellten  spezifischen  Toxin  zu  seiner  Wertbe- 
stimmung heranzuziehen.  Die  genannten  Autoren  vermochten  dabei 
in  der  Prüfung  an  jungen  Meerschweinchen  angeblich  quantitatire 
Resultate  zu  erzielen. 

KiiuMBEiN  und  DiEHL  konnten  bei  der  Nachprüfung  dieses  Yeriahrens 
weder  mit  den  toxischen  Extrakten  allein,  noch  mit  Extrakt  und  Senun- 
gemischen  bei  der  Prüfung  des  präventiven  und  kurativen  Effekts  de> 
Meningokokkenserums  genügend  gleichmäßige  Reihen  erhalten.  Sie 
haben  vorgeschlagen,  anstatt  der  labilen  Meningokokkenextrakte  Bak- 
teriensedimente zu  benutzen,  wobei  angeblich  eine  größere  Konstam 
in  der  toxischen  Wirkung  erreicht  wurde. 

Noch  ein  anderes  Verfahren,  daß  den  Tierversuch  bereits  mit  dem 
Reagenzglas  versuch  kombiniert,  ist  die  von  Kraus  und  BIcher  an- 
gegebene Prüfung  der  Bakteriotropie  im  MeerschweinchenperitoneoiD 
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mit  gleichzeitiger  intraperitonealer  Einverleibung  yon  Meningokokken- 
senun  and  Kultur  und  späterer  Plattenaussaat  des  entnommenen 
Exsudats. 

Während  die  Feststellung  des  Agglutinationstiters  ziemlich  ein- 
hellig als  ungeeignet  zur  Wertbestimmung  der  Meningokokkehsera 
erachtet  ist,  weil  ein  hohes  Agglutinationsvermögen  durchaus  keinen 
Schloß  auf  die  Schutz-  und  Heilkraft  des  betreffenden  Serums  gestattet 
und  die  Prtlfung  der  bakteriziden  Wirkung  in  vitro  bisher  zu  praktischen 
Ergebnissen  nicht  gefQhrt  hat,  haben  zwei  andere  Reagenzglasmethoden 
namenüich  in  neuerer  Zeit  allgemeinen  Anklang  gefunden.  Es  sind 
dies  einmal  das  von  Eolle  und  von  v.  Wassermann  angegebene 
Ver&hren,  das  die  quantitative  Bestimmung  der  gegenüber  einem 
Heningokokkenantigen  komplementbindenden  Stoffe  des  Serums  in  vitro 
bezweckt  und  weiter  der  von  Neüfeld  ausgearbeitete  bakteriotrope 
Beagenzglasversuch,  womit  ebenfalls  unter  Ausschaltung  des  Tier- 
körpers  die  jeweils  kleinste  Menge  Meningokokkenserum  festgestellt 
wird,  die  in  vitro  noch  eine  deutliche  spezifische  Phagozytose  von 
Meningokokken  hervorzurufen  vermag. 

Die  Nachprüfung  dieser  voraufgeführten  Wertbemessungsmethoden, 
die  von  der  prüfungstechnischen  Abteilung  des  Instituts  im  Laufe  der 
letzten  iVs  Jahre  (auf  Anordnung  des  Herrn  Ministers  des  Innern) 
vorgenommen  wurde,  erstreckte  sich  einmal  auf  die  Erprobung  des 
originaliter  jeweils  angegebenen  Verfahrens  und  sollte  weiter  versuchen 
evtl.  durch  Einführung  und  Einfügung  noch  möglicher  zweckdienlicher 
Modifikationen  die  eine  oder  andere  Methode  so  umzugestalten,  daß  sie 
auch  den  besonderen  Anforderungen  der  amtlichen  Prüfungstechnik 
genügt. 

1.  Wertprfif  ang  des  Heningokokkenseriuns  in  vivo. 

Zur  direkten  Prüfung  der  antünfektiösen  Wirkung  des  Meningo- 
kokkenserums  im  Tierversuch  ist  es  vor  allem  nötig,  Meningokokken- 
stämme  von  konstanter  Virulenz  für  das  zur  Prüfung  geeignetste 
Versachstier  ausfindig  zu  machen.  Es  genügte  also  für  die  besonderen 
Zwecke  der  amtlichen  Prüfung  nicht,  festzustellen,  daß  dieser  oder 
jener  Meningokokkenstamm  sich  als  virulent  erwies,  sondern  es  mußte 
weiter  genauestens  festgelegt  werden,  daß  diese  Tiervirulenz  eine  kon- 
stante, unveränderliche  Eigenschaft  des  betreffenden  Stammes  war  und 
blieb.  Schon  nach  Joghmanns  Erfahrungen,  der  die  Austitrierung 
seines  Genickstarreserums  an  weißen  Mäusen  infolge  der  „schwankenden 
Tiervirulenz  der  Meningokokkenstämme  erschwert"  fand,  war  die  Aus- 
sicht nicht  groß;  umso  geringer  als  nach  dem  übereinstimmenden 
Urteil  aller  Autoren  (Eolle  und  v.  Wassermann,  Kraus  und  Doerr, 
Flexner,  Kutscher,  Neufeld  u.a.m.)  die  JocHMANNsche  Art  der 
Wertbemessung  mangels  einer  hinreichend  konstanten  Virulenz   der 
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Meningokokken  und  eines  genügend  empfanglichen  Versuchstieres  fir 
die  Praxis  nicht  als  braachbar  erachtet  ist  Die  in  unseren  Yersndie!! 
gewonnenen  Resultate  brachten  eine  volle  Bestätigung  dieser  Angaben 
Von  ca.  25  verschiedenen  Meningokokkenstämmen,  darunter  auch  fnsA 
aus  dem  Körper  gezüchtete,  besaß  kein  einziger  eine  nenneoswenir 
Virulenz  (nicht  unter  2 — 3  Normalösen  bei  intraperitonealer  EmTer- 
leibung)  gegenüber  weißen  Mäusen  und  niemals  ließ  sich  eine  koo* 
staute  Virulenz  erweisen.  Die  Versuche  auf  Meerschweinchen  aos- 
zudehnen,  erübrigte  sich  nach  den  übereinstimmenden  Angaben  in  der 
Literatur,  daß  dort  die  Verhältnisse  ganz  ähnlich  wie  bei  den  Mäosen 
liegen.  Es  kann  demnach  die  direkte  Prüfung  der  antünfektiOseD 
Wirkung  des  Meningokokkenserums  im  Tierversuch  infolge  der  ge- 
ringen und  dazu  schwankenden  Tiervirulenz  der  Meningokokkenstimme 
für  die  staatliche  Prüfung  nicht  herangezogen  werden.  Das  gleicht 
gilt  für  die  von  Flexner  an  Affen  Verschiedentlich  mit  Erfolg  aiij- 
geführte  Bestimmung  der  antiinfektiösen  Eigenschaften  eines  Meningo- 
kokkenserums, da  infolge  der  notwendigen  intralumbalen  Ein?er]eibDB£ 
dieses  Verfahren  einmal  zu  kompliziert  und  in  unseren  Breitengrades 
auch  zu  teuer  sein  dürfte  und  andererseits  ebenfalls  sehr  von  de: 
Benutzung  stets  frisch  isolierter  Meningokokkenstämme  abhängig  n 
sein  scheint,  die  in  der  Praxis  aber  nur  ausnahmsweise  zu  erhaltet 
sein  dürften. 

Der  von  Kuppel  eingeschlagene  Weg  zur  Wertbestimmung  des 
Meningokokkenserums  mit  künstlich  hochgetriebenen  Passagestammes 
konnte  bisher  von  keinem  anderen  Autor  bestätigt  werden,  da  mangd^ 
näherer  Angaben  über  seine  Versuche  eine  Kontrolle  nicht  mö^eh 
und  es  keinem  anderen  üntersucher  (Krümbein  und  Schatiloff)  ge- 
lungen ist,  eine  derartige  Virulenzsteigerung  —  bis  zu  Viooo  Oese  ffir 
weiße  Mäuse  —  bei  Meningokokken  zu  erzielen.  Andererseits  wird 
man  wohl  der  Ansicht  Neüpelds  vollkommen  beipflichten  müssen 
daß  auch  im  Falle  der  Möglichkeit  einer  solchen  künstlichen  Virulem- 
Steigerung  eines  Meningokokkenstammes  es  wohl  den  größten  Bedenkeß 
unterliegen  müßte,  solche  in  ihren  pathogenen  Eigenschaften  fundameDtal 
veränderte  Passagestämme  zur  Serumprüfung,  insbesondere  für  Zwecke 
einer  allgemein  gültigen  amtlichen  Prüfungskontrolle  heranzuziehen. 

Größere  Aussicht  für  eine  erfolgreiche  Titrierung  des  MeniDp> 
kokkenserums  im  Tierversuch  schien  zunächst  die  von  Kraus  nud 
DoERR,  V.  Wassermann  und  Leüchs,  sowie  Kraus  und  Bacher 
vorgeschlagene,  auch  von  Flexner,  sowie  Dopter  bestätigte  Sinn- 
lichkeit der  Prüfung  des  Serums  auf  seine  giftneutralisierende  Wirte 
zu  bieten.  Diese  Prüfung  erfolgt  an  Meerschweinchen  von  150  g  \^^ 
Kraus  besser  von  125  g)  mit  stets  frisch  hergestellten  GifUösangeii. 
Diese  toxischen  Extrakte  werden  gewonnen  durch  AbschwemmeB 
24-stündiger  Bakterienrasen  KoUescher  Schalen,  die  mit  verschiedeneD 
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Meningokokkenstämmen  besät  sind,  mit  je  5  ccm  sterilen  destillierten 
Wassers  (v.  Wassermann  und  Leuchs)  oder  durch  Abschwemmen 
48-stündiger  Kulturen  mit  10  ccm  Vio  Normalsodalösung  (Kraus  und 
Bacher)  oder  aus  toluolisierten,  durch  Berkefeldfilter  filtrierten  Koch- 
salzsaspensionen  oder  filtrierten  Bouillonkulturen  von  Meningokokken 
(Flexner).  Von  einem  solchen  Toxin  verlangt  man  man,  daß  es  in 
Mengen  von  0.1  ccm,  mindestens  von  0,3  ccm  für  Meerschweinchen  von 
150  g  in  24  Stunden  tödlich  ist.  Die  Tiere  erhalten  dann  die  mehr- 
fach tödliche  Dosis  gemischt  mit  fallenden  Mengen  des  Immunserums 
in  die  Bauchhöhle  injiziert. 

Es  zeigte  sich  nun  zunächst,  daß  —  wie  dies  auch  die  genannten 
Autoren  bemerken  —  nicht  alle  Stämme  in  gleicher  Weise  zur  Gewinnung 
eines  wirksamen  Toxins  sich  eignen,  im  Gegenteil  scheint  diese  Fähigkeit 
nar  ganz  ausnahmsweise  den  Meningokokken  zuzukommen.  Uns  ist  es 
jedenfalls  bei  unseren  zahlreichen  Stämmen  nie  gelungen,  nach  den  vor- 
beschriebenen Methoden  bezw.  bei  Anwendung  von  neutralisierten  Anti- 
forminauflösungen  der  Kokken,  ein  Toxin  mit  akuter  Giftwirkung  von 
weniger  als  0,3  ccm  für  150  g  Meerschweinchen  bei  intraperitonealer,  intra- 
venöser oder  intrakardialer  Injektion  zu  erzielen.  Meist  lag  die  Dosis  letalis 
minima  erst  zwischen  0,3  bis  0,5  ccm.  Abgesehen  von  diesem  nicht  gerade 
sehr  hohen  Giftwert,  zeigten  sich  aber  die  Extrakte  in  ihrer  Giftwirkung 
häufig  sehr  schwankend,  so  daß  bereits  bei  der  Gifteinverleibung  allein 
die  Versuchsreihen  nicht  entsprechend  den  quantitativen  Verhältnissen 
ausfielen,  noch  weniger  aber  bei  Injektion  der  Giftserumgemische.  Des- 
halb lehnen  auch  Krümbein  und  Diehl  die  Prüfung  gegen  das  Toxin 
bei  Meerschweinchen  wegen  der  starken  Schwankungen  in  der  Gift- 
wirkung ab.  Wir  zogen  ferner,  da  die  Toxinprüfung  an  weißen  Mäusen 
nirgends  brauchbare  Werte  ergeben  hat  und  auch  uns  nicht  ergab, 
zur  Einstellung  der  Toxine  auch  Kaninchen  von  1000—1200  g  Gewicht 
heran,  um  zu  prüfen,  ob  sich  hierbei  vielleicht  bessere  Ausschläge  in 
quantitativer  Hinsicht  erreichen  ließen.  Zur  Erzielung  eines  akuten 
Todes  (in  24  Stunden)  machte  sich  eine  Erhöhung  der  toxischen  Dosis 
auf  0,75 — 1,0  ccm  nötig;  Dosen  von 0,4—0,5 ccm  (intravenös)  vermochten 
den  Tod  in  4  bezw.  3  Tagen  herbeizuführen.  Während  sich  mit  dem 
Toxin  allein  hinlänglich  gleichmäßige  Resultate  erzielen  ließen,  traten 
bei  Einverleibung  der  Giftserumgemische  meist  große  Schwankungen 
auf.  Außerdem  machte  sich  stets  eine  erhebliche  Verringerung  des 
toxischen  Effekts  der  Extrakte,  auch  bei  nur  wenige  Wochen,  ja  bis- 
weilen schon  bei  einige  Tage  währender  Konservierung  (karbolisiert 
im  Eisschrank  gehalten,  bezw.  nach  Einfrieren  und  Wiederauftauen) 
bemerkbar.  Das  ist  aber  ein  üebelstand,  der  den  Wert  dieser  Methode 
für  prüfungstechnische  Zwecke  sehr  problematisch  macht,  da  beim 
Fehlen  eines  —  wenigstens  einigermaßen  —  konstanten  Testtoxins  die 
Austitrierung  eines  antitoxischen  Serums  auch  unter  Verwendung  eines 
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Standardserums  nur  mit  großen  Fehlergrenzen  geschehen  kann,  h 
Uebereinstimmung  mit  Eolle,  der  diese  Prüflingsmethode  ffir  pnktLfid 
undurchführbar  hält,  femer  mit  Krumbein  und  Diehl,  sowie  Flexitee 
und  JoBLiNo,  die  zu  befriedigenden  Ergebnissen  ebenMs  nicht  ;e 
langten,  konnten  auch  wir  uns  nach  den  oben  dargelegten  Ei&hnmgei 
von  einer  genügenden  Sicherheit  der  Methode,  wie  sie  f&r  prfiiniir^' 
technische  Zwecke  unumgänglich  erforderlich  ist,  nicht  überzeuge 
Ganz  abgesehen  davon,  wird  bei  der  Bewertung  der  giftneutraUsiereodea 
Wirkung  des  Meningokokkenserums  im  günstigsten  Falle  nur  eise. 
dabei  nach  ziemlich  übereinstimmenden  Ansichten  fast  aller  Antoreo. 
wohl  nicht  sehr  bedeutende  Quote  der  Heilwirkung  des  Serums  e^ 
prüft,  wie  ja  auch  im  Erankheitsbilde  der  epidemischen  Genickstirre 
toxische  Einflüsse  weniger  in  Erscheinung  treten,  als  die  Symptome 
der  echten  Infektionskrankheit.  Trotz  der  erwähnten  ünzuUnglidh 
keiten  dürfte  die  Methode  aber  sicher  die  einzige  sein,  die  bei  weiterem 
Ausbau,  besonders  durch  Gewinnung  eines  Toxins  von  hohem  md 
konstantem  Giftwert  im  Tierversuch  eine  Wertbemessung  des  Meningo- 
kokkenserums ermöglichen  lassen  wird.  Dabei  ist  weniger  von  Bebis:. 
daß  die  bisher  mitgeteilten  antitoxischen  Werte  des  Meningokokkec- 
serums  nur  niedrig  sind  (0,5  — 1,0  ccm  Immunserum  gegenüber  der 
1 — 2-fachen  Dosis  letalis  minima),  da  einmal  die  antitoxische  Qm^: 
bei  der  Herstellung  des  Immunserums  bisher  wohl  nur  weniger  Be 
rücksichtigung  gefunden  hat,  andererseits  aber  beim  Meningokokke^ 
serum  ein  Hochtreiben  des  antitoxischen  Wertgehalts,  nicht  wie  beim 
Diphtherie-,  Tetanus-  und  Dysenterieserum  erstes  Erfordernis  ist,  wa 
hier  auf  den  Antitoxingehalt  immerhin  nur  ein  Teil  der  günstige!! 
Wirkung  des  Serums  zurückzuführen  sein  dürfte. 

Anstatt  der  Eokkenextrakte  haben  Erumbein  und  Diehl  die 
Verwendung  von  sterilisierten  Kokkenemulsionen  in  Versnchen  an 
Meerschweinchen  und  weißen  Mäusen  vorgezogen,  da  die  letzteren  eine 
bis  zu  3  Monaten  währende  Haltbarkeit  der  Giftwirkong  zeigten 
Weder  die  an  Meerschweinchen  noch  an  Mäusen  von  den  genanntei 
Autoren  erzielten  Resultate  erscheinen  geeignet,  um  sie  als  verspiccheDd 
für  eine  rationelle  Serumprüfung  bezeichnen  zu  können.  Aach  ^ 
vermochten  bei  der  Verwendung  solcher  steriler  Kokkenemulsionen  an 
weißen  Mäusen  keine  glatten  Reihen  bei  der  Toxizitätsprüfimg  za  er- 
reichen. Auch  bei  der  Kombination  von  Kokkenemulsionen  -f  ^^ 
ningokokkentoxin  zur  Erziel  ung  besserer  toxischer  Effekte  waren  unsere 
Resultate  nur  ausnahmsweise  den  einverleibten  Giftquantitäten  ent- 
sprechend. Bei  Verwendung  gleichbleibender,  sicher  toxischer  Dosee 
mit  fallenden  Serummengen  im  Giftserumgemische  (Einverleibung  su^ 
kutan  und  intraperitoneal)  zeigten  nur  relativ  hohe  Senundoje» 
(0,3—0,5  ccm  pro  20  g  Maus)  eine  Wirkung,  die  dann  aber  auci  tod 
dem  zur  Kontrolle  injizierten  Normalserum  meist  erreicht  wurde.  ^ 
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es  sich  ähnlich  auch  in  einigen  Versuchen  von  Krumbein  nnd  Diehl 
zeigt.  Also  auch  mit  dieser  Modifikation  erscheint  die  Auswertung 
des  Meningokokkenserums  im  Tierversuch  praktisch   nicht  brauchbar. 

Die  von  Kraus  und  Bacher  angegebene  Methode  zum  Nachweis 
der  bakteriotropen  Eigenschaften  des  Serums  in  vivo,  wobei  die  durch 
Phagozytose  erfolgende  Keimzahlverminderung  in  der  Peritonealhöhle 
Ton  Meerschweinchen  mittels  nachfolgender  Plattenaussaat  geprüft  wurde, 
ist  zwar  theoretisch  sehr  interessant,  in  praxi  aber  so  umständlich  und 
mit  der  Gefahr  größerer  Fehlerquellen  verknüpft,  daß  sie  sich  für  die 
prüfangstechnische  Praxis  weniger  eignet,  als  der  bakteriotrope  Reagenz- 
glasversuch, wie  ihn  übrigens  zurzeit  auch  Kraus  und  BIgher  selbst 
zur  Wertbemessung  anwenden. 

Damit  erscheinen  die  Möglichkeiten  einer  Prüfung  im  Tier- 
versuch erschöpft.  Da  keine  einzige  der  Methoden  in  der 
znrzeit  gehandhabten  Ausführung  eine  nur  einiger- 
maßen genügende  Sicherheit  der  Wertbestimmung  ge- 
währleistet, so  kommen  sie,  wenigstens  in  der  jetzigen 
Form,  zur  Verwendung  in  der  prüfungstechnischen 
Praxis  nicht  in  Frage. 

Es  mußte  danach  weiter  geprüft  werden,  ob  die  verschiedenen, 
zur  Austitrierung  des  Meningokokkenserums  angegebenen  Reagenz- 
glasmethoden bessere  Resultate  zu  liefern  ermöglichen. 

n.  Wertprflflmg  des  Meningokokkenseranis  in  vitro. 

Während  Krümbein  und  Diehl  noch  angeben,  daß  außer  den 
komplementbindenden  Stoffen,  auch  der  Gehalt  an  Agglutininen  sich 
bisher  für  die  Wertbestimmung  des  Meningokokkenserums  als  brauch- 
bar erwiesen  hat,  wobei  sie  allerdings  die  Komplementbindungsmethode 
der  Agglutinationsreaktion  überlegen  erklären,  ist  sonst  ganz  allgemein 
die  Prüfung  des  Agglutinationstiters  als  ungeeignet  zur  Wertbemessung 
des  Meningokokkenserums  erklärt  worden,  weil  hohe  Agglutinationskraft 
auch  ohne  Schutz-  und  Heilkraft  erzeugt  werden  kann  (Jochmann). 
Bächer  und  Haghla  machen  außerdem  noch  auf  die  Abhängigkeit 
des  Agglutinationstiters  von  der  Verwendung  mehr  oder  weniger  gut 
agglntinabler  Stämme  aufmerksam.  Wir  haben  mit  Rücksicht  auf  die 
ersterwähnte,  anerkannte  Tatsache  von  vornherein  darauf  verzichtet, 
die  Agglutinationsreaktion  zur  staatlichen  Prüfung  des  Meningokokken- 
serums heranzuziehen.  Ganz  abgesehen  davon  würde  anscheinend  die 
Verwertung  des  Agglutinationsresultats  als  Wertprüfungsmethode  ein 
falsches  Bild  von  der  Haltbarkeit  der  Meningokokkensera  geben.  Wir 
fanden  nämlich  bei  mehreren  nach  Jahresfrist  und  darüber  untersuchten 
Meningokokkenseris  eine  ganz  beträchtliche  Abnahme  der  aggluti- 
nierenden Antikörper  im  Gegensatz  zu  dem  noch  vorhandenen  Gehalt 
an  komplementbindenden  Stoffen  und  bakteriotropen  Immunkörpern. 
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(Protokoll  8.  w.  u.  Seite  41.)  Dieses  Ergebnis  lediglich  mit  der  zq- 
fölligen  Verwendung  eines  schlecht  agglutinablen  Stammes  erklären 
zu  wollen,  würde  aber  wohl  sehr  gezwungen  erscheinen,  da  die  R^ 
sultate  mit  mehreren  Stämmen  die  gleichen  waren  und  bei  Verwendan? 
derselben  Stamme,  sowohl  im  Komplementbindungsversuch,  wie  mit 
dem  Tropinversuch  ein  weit  stärkerer  Gehalt  an  spezifischen  Stoffes 
sich  nachweisen  ließ. 

Eine  nennenswerte  bakteriolytische  oder  bakterizide  Wirkung  des 
Meningokokkenserums  hat  sich  —  auch  in  Verwendung  mit  Eomplemeiit 
oder  frischen  Peritonealextrakt  von  Meerschweinchen  —  nie  nachweisen 
lassen  (Haendel,  Kraus  und  Bacher,  Joblino,  Neufeld).  L< 
ist  deshalb  auch  die  Bewertung  des  Serums  nach  dem  Gehalt  a: 
bakteriziden  Ambozeptoren  von  keiner  Seite  herangezogen  worden. 
obschon  Joghmann  angibt,  eine,  wenn  auch  nur  geringe  bakterizide 
Wirkung  seines  Serums  durch  Plattenversuche  nachgewiesen  zu  habto. 
In  den  von  uns  angestellten  Plattenversuchen  haben  wir  verwertbare 
Resultate  ebenfalls  nicht  erzielen  können. 

Das  von  Kolle  und  v.  Wassermann  zur  Wertbestimmung  de^ 
Meningokokkenserums  in  vitro  angegebene  Verfahren,  benutzt  im 
die  BoRDET-GENOOüsche  Komplementbindungsmethode  und  bestimmt 
den  Gehalt  des  Immunsernms  an  komplementbindeodeii 
Stoffen  gegenüber  einem  spezifischen  Antigen.  Aus  dem  Für  und 
Wider  der  zahlreichen,  über  die  Brauchbarkeit  dieser  Methode  zur 
Wertbemessung  des  Meningokokkenserums  erschienenen  Veröffeni 
Hebungen  (Neufeld,  Kraus  und  Doerr,  Kraus  und  Bächeb. 
Krumbein  und  Schatiloff,  Krumbein  und  Diehl,  Bacher  und 
Hachla,  V.  Wassermann  und  Leuchs,  Flexner  und  Joblixo. 
Joghmann,  Onaka,  Colombo  u.  a.  m.)  läßt  sich  jedenfalls  soviel 
entnehmen,  daß  die  Methode  zur  Feststellung  von  vergleichenden 
Werten  geeignet  ist  und  im  Ganzen  für  die  Praxis  genügend 
gleichmäßige  Resultate  ergibt,  ohne  freilich  ganz  zu  befriedii?eD. 
Es  war  demnach  zu  untersuchen,  ob  die  Methode  auch  für  die  be- 
sonderen Verhältnisse  der  amtlichen  Prüfung  ausreicht,  namentlich  ob 
die  beiden  Hauptkomponenten  des  Verfahrens :  das  Immunserom  ud«] 
das  spezifische  Antigen  sich  in  prüfungstechnischer  Konstanz  herstellen 
und  konservieren  lassen,  so  daß  eine  ständige  Gleichmäßigkeit  ni 
Vergleichsmöglichkeit  der  jeweils  sich  ergebenden  Resultate  gewähr- 
leistet erscheinen  kann.  Erst  in  zweiter  Linie  war  zu  berücksichtigen. 
ob  ein  direkter  Zusammenhang  zwischen  dem  Eomplementbiadoo?^- 
vermögen  und  der  therapeutischen  Wirksamkeit  der  Meningokokkeü- 
sera  sich  beweisen  läßt.  Denn  die  anfängliche  Meinung  von  Kolle 
und  V.  Wassermann,  daß  die  komplementbindenden  Stoffe  mit  ambo- 
zeptorartigen  Substanzen  zu  identifizieren  seien,  hat  sich  später  als 
nicht  haltbar  erwiesen  (Neüfeld,  Flexner   und   Joblino,  Kiurs 
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und  BICHER  u.  a.  m.)  und  ist  auch  von  den  beiden  Autoren  inzwischen 
selbst  redressiert.  Da  aber  bei  der  staatlichen  Prüfungskontrolle  der 
Modus  der  provisorischen  (fakultativen)  amtlichen  Prüfung  von  Heil- 
seris  besteht,  wonach  von  einer  neu  einzuführenden  Prüfungsmethode 
zunächst  nur  quantitativ  gleichbleibende  Standardresultate  verlangt 
werden,  ohne  Rücksicht  darauf,  welcher  Art  die  dabei  geprüften  Stoffe 
sind,  erscheint  bei  Unmöglichkeit  einer  anderen  Wertprüfung  sonach 
die  Verwertung  dieser  Methode  für  die  Zwecke  der  amtlichen  Prüfung 
auch  möglich,  wenn  nur  der  ersten  Forderung  mit  ihr  genügt  wird, 
ganz  abgesehen  davon,  daß  bisher  ein  strikter  Beweis  dafür,  daß  die 
komplementbindenden  Stoffe  mit  dem  Schutz-  und  Heilwert  des  Serums 
in  gar  keiner  Beziehung  stehen,  nicht  geliefert  ist. 

Unsere  Untersuchungen  hatten  sich  also  zunächst  zu  erstrecken  auf 
die  Prüfung  der  Eonstanterhaltung  1.  des  Immunserums,  2.  des  Antigens. 

Welche  Konservierungsweise  die  Haltbarkeit  der  komplement- 
bindenden Stoffe  in  einem  als  Standardserum  zu  verwendenden 
Meningokokkenserum  am  besten  garantiert,  war  von  vornherein  nicht 
ganz  sicher,  da  sich  in  der  Literatur  widersprechende  Angaben  über 
diesen  Punkt  fanden.  So  soll  nach  den  Untersuchungen  von  Krüm- 
bein und  ScHATiLOFF  der  Titer  flüssiger,  karbolisierter  Meningo- 
kokkensera  verhältnismäßig  rasch  heruntergeben,  aber  auch  in  trocken 
konservierten  Meningokokkenseris  ein  ständiger  Rückgang  an 
komplementbindenden  Stoffen  sich  bemerkbar  machen.  Haendel  und 
Neufeld  konnten  dagegen  im  Laufe  eines  Jahres  keine  Abschwächung 
feststellen.  Dasselbe  berichten  Bächer  und  Hachla,  und  v.  Wasser- 
mann und  Leuchs  sprechen  direkt  von  einer  prüfungstechniscben 
Konstanz,  ohne  allerdings  auf  die  Frage  der  Konservierung  näher  ein- 
zugehen. Unsere  Untersuchungen  ergaben,  daß  die  im  Handel  erhält- 
lichen flüssigen  Meningokokkensera  unter  gewöhnlichen  Verhältnissen 
eine  verschiedene  Haltbarkeit  der  komplementbindenden  Stoffe  zeigen. 
So  ließ  ein  karbolisiertes,  im  Eisschrank  aufbewahrtes  Meningokokken- 
serum (B.  vom  29.  5.  1911)  aus  der  chemischen  Fabrik  von  E.  Merck 
in  Darmstadt  und  das  Meningokokkenserum  No.  53  vom  1.  5.  1911 
(karbolisiert)  aus  dem  Institut  für  Infektionskrankheiten,  Robert  Koch, 
bei  der  Wiederholung  der  Komplementbindungsreaktion  nach  15  Monaten 
eine  teils  nicht  unerhebliche,  teils  immerhin  deutliche  Verminderung 
an  komplementbindenden  Stoffen  erkennen,  wie  aus  nachstehendem 
Protokoll  ersichtlich  ist  (Tabelle  1,  Seite  26—27).  Dagegen  fiel  bei  den 
Meningokokkenseris  No.  5  und  6  (karbolisiert)  aus  den  Farbwerken 
Höchst  a.  M.  und  No.  34  und  35  aus  dem  Bemer  Seruminstitut 
(u.  W.  unkarbolisiert),  die  ebenfalls  im  Eisschrank  konserviert  wurden, 
die  zweite  nach  14,  bezw.  15  Monaten  vorgenommene  Prüfung  fast  genau 
so  aus  wie  das  erste  Mal  (s.  die  betreffenden  Protokolle  in  Tabelle  1, 
Seite  26 — 27).    Bei  unzweckmäßiger  Aufbewahrung  —  im  Brutschrank 
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Eine  Stande  bei  37*. 

bei  37  ®  —  machte  sich  nach  den  angegebenen  Zeiten  aasnahmslos  ein 
starker  Rückgang  an  komplementbindenden  Stoffen  bemerkbar.  (Pro- 
tokolle 8.  vorstehende  Tabelle  1).  Bemerkt  sei  dabei,  daß  als  Antigen 
in  allen  Versuchen  derselbe  Standardextrakt  zur  Verwendung  gelangte. 
Derselbe  stammte  aus  dem  Institut  fOr  Infektionskrankheiten  Robert 
Koch  und  wurde  eingefroren  konserviert.  Jedenfalls  zeigen  die  Ver- 
suche, daß  die  Haltbarkeit  der  komplementbindenden 
Stoffe  in  Meningokokkenseris,  die  in  gleicher  Weise  im 
Eisschrank  konserviert  werden,  keine  ganz  gleich- 
mäßige ist,  somit  dieser  Eonservierungsmodus  für  prüfnngstechnische 
Zwecke  nicht  genügen  kann.  Wir  haben  deshalb  die  Konservierung 
eines  vom  Sächsischen  Serum- Werk  im  Mai  1912  uns  zur  Verfügung 
gestellten  Meningokokkenserums  nach  der  EHRLiCHschen  Vakuum- 
methode  vorgenommen,  die  sich  bekanntlich  (Otto,  sowie  Otto  und 

1)  r=  der  Hälfte  der  ersten  spontan  nicht  mehr  hemmenden  Eztraktdoss. 

2)  =  der  Sfach  lösenden  Abc-Dosis  (nach  20  Min.). 

8)  =  Dauer  der  Aufbewahrung  bis  zur  Lösung  sämtlicher  KontroUen. 
Notierung  der  Resultate  nach  20-stündiger  Aufbewahrung  im  EiaachrutL 
In  allen  Röhrchen  ist  das  Gresamtvolumen  durch  physiologische  NaCl-Aaf* 
ftllung  auf  2,5  com  gebracht. 
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Boehncke)  zur  Eonservierung  des  Diphtherie-,  Tetanus-,  Rotlauf- und 
anderer  Standardsera  ausgezeichnet  bewährt  hat.  Zu  diesem  Zwecke 
wurden  teils  je  0,6  ccm  des  unkarbolisierten  Meningokokkensemms  in 
die  Glasschenkel  des  Yakuumapparats  gefüllt  und  im  Vakuum  einge- 
trocknet, teils  wurde  das  Meningokokkenserum  (lOfach  konzentriert) 
zu  je  0,3  g  in  den  Glasschenkeln  luftfrei  eingeschmolzen.  Wie  das  Resul- 
tat der  nach  7  Monaten  vorgenommenen  Nachprüfung  ergab,  hatte  das 
Serum  bei  dieser  Konservierung  seinen  Anfangstiter  vollkommen  be- 
halten   (s.  Tabelle  2.) 

Tabelle  2 


Men. 

StandardisierteB 

Standardisiertes 

Im.8e.  +  Extr.  +  Eompl. 

flüssiges  Serum 

trockenes  Serum 

Vi.         Vio 

25.  5.  12 

20.  12.  12 

13.  5.  12 

20.  12.  12 

0,1      +    0,5  +  0,5 

H.  kplt 

H.kplt 

H.  kplt 

H.kplt, 

0,^    +      „    +    „ 

99 

99 

»» 

99 

0,02    +      „    +    „ 

9) 

.       »9 

99 

99 

0,01    +      „    +    „ 

deutl. 

deutl. 

»> 

99 

0,005  +      „    +    „ 

^r 

Spürchen 

fsttplt 

99, 

0,002    +           9,       +       99 

0 

Spar 

Spurchen 

•   0,001  +      „    +    „ 

0 

0 

0 

EontroUen,  hämolytisches  System,  Versuchsdauer  und  Gesamtvolumen  der  ein- 
zelnen Bdhrchen  wie  in  den  Versuchen  auf  Tabelle  1. 
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Natürlich  müssen  erst  noch  weitere  Nachnntersuchongen  die 
dauernde  Eonstanz  des  Meningokokkenserums  bei  dieser  Konser- 
vierungsart beweisen.  Wenn  diese  auch  fernerhin  die  Konstanz  des 
luftfrei  konservierten  Trockenserums  ergeben  sollten,  so  wäre  aas 
praktischen  Gründen  diese  Form  der  Aufbewahrung  vorzuziehen,  da 
bereits  in  einem  Röhrchen  mindestens  die  für  eine  Komplement- 
bindungsreaktion erforderliche  Menge  Standardserum  (0,3  g  des  lOfach 
konzentrierten  =  3,0  ccm  natives  Serum)  enthalten  ist,  während  von 
den  flüssig  eingefüllten  und  nach  Eintrocknung  im  Vakuum  luftfrei  kon- 
servierten Seris  in  jedem  Röhrchen  höchstens  0,6  ccm  nativen  Serums  zur 
Verfügung  stehen,  also  stets  eine  größere  Zahl  von  Röhrchen  für  jeden 
Versuch  zu  öffnen  wäre.  Bei  der  Benutzung  eines  Standard-Trocken- 
Serums  ist  nur  darauf  zu  achten,  daß  die  Eintrocknung  grobkörnig  und 
schollig  geschieht,  da  nur  so  eine  einigermaßen  genügende  Löslichkeit 
des  Serums  erhalten  bleibt,  während  bei  pulverisierten  Trockenseris 
eine  vollständige  Lösung  später  kaum  noch  in  24 — 48  Stunden,  anch 
bei  Anwendung  höherer  Temperaturen  (37®)  zu  erreichen  ist. 

Das  bei  der  Komplementbindungsmethode  notwendige  spezi  fische 
Antigen  ist  von  verschiedenen  Autoren  in  verschiedener  Form  an- 
gewendet worden.  Von  Kolle  und  v.  Wassermann  ist  die  Bordet- 
GENGOUsche  Komplementbindungsmethode  zur  Wertbemessung  des 
Meningokokkenserums  in  der  v.  WASSERMANN-BRUCKschen  Modifikation 
benutzt,  wobei  als  Antigen  statt  der  Vollbakterien  Schüttelextrakt«  ans 
Meningokokkenagarkulturen  Verwendung  fanden.  Kolle  und  seine  Mit- 
arbeiter Krumbein  und  Sghatiloff,  sowie  Krukbein  und  Diehl 
haben  später  jedesmal  frisch  hergestellte  Meningokokkenaufschwem- 
mungen  empfohlen. 

Für  prüfungstechnische  Zwecke  kann  a  priori  die  Verwendung  des 
Antigens  nur  in  einer  Form  in  Betracht  kommen,  die  seine  unveränder- 
liche Konstanz  im  Gehalt  an  spezifischen  Substanzen  beiderKonservierang 
verbürgt.    Die  benutzten  jedesmal  frisch  hergestellten  Meningokokken- 
emulsionen  würden  daher  schon  aus  diesem  Grunde  nicht  angängig  sein, 
weil  sie   eben  infolge   der  jedesmaligen    Neuherstellung  keinen  steb 
konstanten,  die  Feststellung  von  Vergleichswerten  ermöglichenden  Maß- 
stab darstellen.     Solche  Bakterienaufschwemmungen  aber  lange  Zeit 
unverändert  zu  konservieren,  ist  wegen  der  ständigen  autolytischen  Vor- 
gänge  nicht   möglich.     Es   bleiben   also   die   Meningokokkenschüttel- 
extrakte.    v.  Wassermann  und  Leüchs  sprechen  direkt  von  einem 
Standardextrakt,    den  sie  sich   aus  Meningokokkenkulturen  her- 
stellten,   indem    Kollesche     Agarschalen,    die     zur   Erzielung   eines  ' 
polyvalenten  (multipartialen)  Extrakts  mit  verschiedenen  Meningokokkeo- 
stämmen  besät  waren,  mit  je  5  ccm  sterilem  destilliertem  Wasser  ab- 
geschwemmt wurden.    Diese  Emulsion  wurde  im  Schüttelapparat  ge- 
schüttelt, bis  0,5  Proz.  mit  Karbol  versetzt  und  zentrifugiert,  der  Ab- 
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guß  wurde  in  dunklen  Flaschen  als  Standardextrakt  auf  Eis  konserviert. 
Bezüglich  der  Haltbarkeit  derartig  hergestellter  Extrakte  stellte  sich 
heraus,  daß  die  frisch  bereiteten  Extrakte  während  der  ersten  Wochen 
in  ihrer  Wirksamkeit  stark  zurückgehen,  sich  dann  aber  für  lange  Zeit 
quantitativ  konstant  einstellen.  Die  Autoren  benutzten  deshalb  später 
nur  Extrakte,  die  längere  Zeit,  d.  h.  mehrere  Monate  abgelagert 
waren.  Nach  Verbrauch  des  jeweiligen  Extraktvorrats  ist  angeblich  die 
genaue  Einstellung  eines  2.  Extrakts  zu  derselben  Stärke  mit  Hilfe 
eines  Standardserums  sehr  leicht  möglich.  Mit  diesen  Darlegungen 
war  der  Weg  zur  Gewinnung  eines  Meningokokken-Standardextrakts 
gegeben  und  es  blieb  nur  zu  untersuchen,  ob  die  angegebene  Art  der 
Bereitung  und  Konservierung  die  zweckmäßigste  und  sicherste  war, 
oder  ob  durch  etwaige  Modifikationen  die  Standardisierung  des  Extraktes 
noch  sicherer  und  konstanter  ermöglicht  werden  könnte. 

Nach   einigen  Vorversuchen  bedienten   wir   uns  zur  Herstellung 
folgenden  Verfahrens:   Eollesche    Agarflaschen    werden    in    gleicher 
Zahl  mit  je  einem  Meningokokkenstamm  (verschiedene  Laboratoriums- 
und frisch  aus  dem  Körper  gezüchtete  Stämme   möglischst  gemischt) 
beimpft  und  nach  36— 40-8tündigem  Verweilen  im  Thermostaten  bei 
37^  mit  je  10 — 16  ccm  37^  warmen  sterilen,  destillierten  Wassers,  ent- 
sprechend der  Stärke  des  Bakterienrasens,  abgeschwemmt.    Diese  Auf- 
schwemmung wird  30  Stunden  im  Schtlttelapparat  bei  Zimmertempe- 
ratur geschüttelt,  danach  bis  zu  völliger  Klarheit  zentrifugiert  und  nach 
probeweiser  Einstellung  unter  einer  Toluolschicht  in  dunkler  Flasche 
mit  Paraffin-Gümmiverschluß  mindestens  3  Monate  im  Eisschrank  auf- 
bewahrt, bis  der  Extrakt  als  „abgelagert"  gelten  kann.    Danach  wird 
derselbe  genau   eingestellt   und  je    nach   dem  Grade    seiner   Selbst- 
hemmung in  kleinen  Quantitäten  in  dicht  über  der  Flüssigkeitskuppe 
abgeschmolzenen  Glasröhrchen  auf  Eis  oder  besser  noch  eingefroren 
konserviert,  da  bei  der  von  v.  Wassermann  und  Leüchs  angegebenen 
Konservierung  des  karbolisierten  Extraktes  im  Eisschrank  eine 
völlige  Konstanz  auf  die  Dauer  uns  nicht  gewährleistet  schien.    Auf 
unsere  Art  konservierte  Extrakte  zeigten  sich  uns  bisher  noch  14  Monate 
später  in  ihrem  Gehalt  unverändert.    Neuerdings  beabsichtigen  wir  aber 
auch    für    die    Konservierung  des  Meningokokkenextraktes    die  Ehr- 
LicHSche  Vakuummethode  anzuwenden,  wie   sie  sich  z.  B.  auch  für 
die  Konservierung  des  labilen  Tetanustoxins  so  unvergleichlich  bewährt 
hat.    Da  hierbei  aber  die  größte  Einzeldosis  0,6  ccm  nicht  übersteigen 
darf,  wenn  nicht  die  vollständige  Evakuierung  in  Frage  gestellt  werden 
soll,  so  gilt  es  aus  praktischen  Gründen,  wegen  der  nicht  unerheblichen 
Kosten  jedes  Einzelapparates,  noch  einen  derart  konzentrierten  Extrakt 
herzustellen,    daß   die   ersten  nicht    mehr   selbsthemraenden,   bei   der 
Reaktion  zur  Verwendung  gelangenden  Extraktdosen  so  niedrig  (z.  B. 
0,02—0,01  ccm)  liegen,  daß  der  Inhalt  eines  Röhrchens  für  den  Standard- 
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und  den  Prüfangsversuch  aasreicht  Es  sind  deshalb  Versnche  im 
Gange,  ob  es  vielleicht  gelingt,  durch  Benutzung  des  klar  zentrifugierten 
Abgusses  der  ersten  Meningokokkenabschwemmung  zu  einer  2.  und 
evtl.  3.  Abschwemmung  jedesmal  neu  besäter  Eollescher  Schalen 
eine  derartige  Anreicherung  der  antigenen  Substanzen  zu  errdchen. 
den  Extrakt  also  gewissermaßen  zu  sattigen,  daß  seine  spezifische  Wirk- 
samkeit noch  in  den  oben  genannten  hohen  Verdünnungen  bei  der 
Eomplementbindungsreaktion  zutage  tritt  Sollten  jedoch  diese  Ver- 
suche auch  zu  keinem  Resultat  führen,  so  erscheint  bereits  duich  die 
vorher  auseinandergesetzte  Eonservierung  des  Testantigens  —  einge- 
froren oder  auf  Eis  in  kleinen  zugeschmolzenen  Glasröhrchen  —  eine 
auch  für  prüfungstechnische  Zwecke  hinreichende  Eonstanz  gewähr- 
leistet. Nach  Erschöpfung  des  Vorrates  dürfte  die  Neueinstellung  eines 
Extraktes  mit  Hilfe  des  Standardserums  auf  besondere  SchwierigkeiteD 
nicht  stoßen. 

Wie  die  vorstehenden  Ausführungen  zeigen,  dürfte  also  die 
zu  erreichende  Qualität  eines  Standardserums  and 
einesTestantigens  für  eine  Verwendung  derEomplement- 
bindungsmethode  zur  Wertbemessung  des  Meningo- 
kokkenserums  auch  unter  prüfungstechnischenGesichts- 
punkten  ein  Hindernis  nicht  bieten. 

Wenn  somit  die  Verwendbarkeit  der  Eomplementbindungsreaktion 
für  die  staatliche  Prüfungskontrolle  gegeben  erscheint,  so  war  doch 
noch  die  weitere  Frage  zu  beantworten,  ob  diese  Methode  allein  zu 
einer  sicheren  Bewertung  des  Meningokokkenserums  in  seinem  Immun* 
körpergehalt  genügt,  oder  ob  ihr  nur  mehr  der  Wert  einer  Eigänzongs- 
methode  bei  der  amtlichen  Wertbemessung  des  Meningokokkenserums 
zuzuerkennen  sein  wird.  Für  den  ersten  Fall  wäre  es  unbedingtes 
Erfordernis,  daß  die  mit  der  Eomplementbindungsmethode  bestimmten 
spezifischen  Antikörper  in  direktem  unabänderlichem  Zusammenliang 
mit  der  Schutz-  und  Heilwirkung  des  Meningokokkenserums  stehen. 
Das  ist,  wie  bereits  oben  erwähnt,  nicht  der  Fall.  Sie  sind  ebenso- 
wenig wie  die  Agglutinine  als  Heilstoffe  anzusehen,  da  die  anfängliche 
Meinung,  die  BoRDETschen  komplementbindenden  Antikörper  wären 
mit  den  bakteriziden  Ambozeptoren  identisch,  jetzt  allgemein  als  irrig 
angesehen  wird  (s.  a.  o.  Seite  24—25).  Wenn  demnach  diese  Methode 
der  ersten  Forderung  auch  nicht  genügt,  so  besitzt  sie  andererseits 
als  ergänzendes  Wertbestimmungsverfahren  doch  so  viel  Bedeutang. 
daß  ihre  Verwendung  auch  in  der  staatlichen  PrüfungskontroUe  an- 
gängig erscheint,  zumal  da  das  Verfahren  für  Meningokokken  als 
äußerst  spezifisch  anerkannt  ist  —  entgegen  den  Befunden  Colombos, 
der  die  BoRDETschen  Antikörper  noch  mit  Ambozeptoren  identifiziert  - 
und  nach  den  Angaben  Onakas  der  Eomplementbindungstiter  mit 
dem  Immunisierungsgrade  der  Serumtiere  fortschreitet    Damit  besteht 
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aber  die  Wahrscheinlichkeit,  daß  von  den  -zahlreichen  noch  anbekannteB 
therapeutisch  wirksamen  StofiTen  im  Meningokokkensemm  doch  die 
einen  oder  anderen  durch  die  Titrierung  der  komplementbindenden 
Antikörper  mitbestimmt  werden.  Nach  unseren  Untersuchungen  über 
den  graduellen  Anstieg  dieser  Antikörper  während  des  Immumsienings- 
aktes  beim  Pferd  konnten  wir  die  Angaben  Onakas  yoUaof  be- 
stätigen. Die  einzelnen  bei  den  verschiedenen  Blutungen  des  Seruis- 
tieres  entnommenen  Serumproben  wurden  uns  in  liebenswürdiger  Weise 
von  Herrn  Prof.  Euppel,  Leiter  der  bakteriologischen  und  Serum- 
abteilung  an  den  Höchster  Farbwerken,  zur  Verfügung  gestellt.  Wie 
die  in  der  Tabelle  3  zusammengestellten  Ergebnisse  zeigen,  ist  die  all 
mähliche  Zunahme  an  komplementbindenden  Antikörpern  überall  deutlich 
(betreflFs  der  Ausnahme  in  Serumprobe  4  vergl.  die  Anmerkungbei  Tabelle:^ 
Das  Maximum  ist  in  der  Serumprobe  nach  der  zehnten  Injektion  erreicht 
Danach  macht  sich  bald  eine  deutliche,  aber  anscheinend  längere  Zeit 
konstant  bleibende  Abnahme  an  BoRDETschen  Antikörpern  bemerkbar 

Was  die  Ausführung  der  Reaktion  anbetrifft,  so  ist  alles  nähere 
aus  den  angeführten  Protokollen  ersichtlich.  Eine  jedesmalige  Kom- 
plement- und  Ambozeptortitrierung  und,  solange  man  nicht  über  ein 
standardisiertes  Testantigen  verfügt,  auch  dessen  Austitrierong,  hat 
dem  eigentlichen  Komplementbindungsversuch  vorauszugehen.  Die 
Verwendung  starker  Ambozeptordosen  (das  dreifache  der  nach  20  Mi- 
nuten lösenden  kleinsten  Ambozeptormenge)  und  spärliche  Extrakt- 
dosen  (Vs  der  letzthemmenden  bezw.  V»  der  ersten  Lösung  nicht  mehr 
hindernde  Dosis)  empfiehlt  sich  zur  Vermeidung  von  Fehlerquellen  sehr. 
Die  obligatorische  Einführung  eines  bestimmten  Titers  wird  sich  wohl 
für  die  staatliche  Prüfungskontrolle  als  erforderlich  erweisen.  Am 
Institut  für  Infektionskiankheiten  war  komplette  Hemmung  bis  zur 
Dosis  von  0,005  (1 :  200  der  Immunserumverdünnungen)  für  ein  brauch- 
bares Serum  Vorschrift. 

Kurz  resümierend  können  wir  nach  unseren  Darlegungen  über 
die  Eignung  der  Komplementbindungsreaktion  zur  Verwendung  hei 
der  amtlichen  Wertbemessung  des  Möningokokkenserums  wohl  sagen. 
daß  das  Verfahren  zwar  nicht  allen  Anforderungen,  d»^ 
an  eine  allein  gültige  Prüfungsmethode  zu  stellensind, 
entspricht  und  daher  nicht  als  einziges  Wertbestim- 
mungsverfahren  in  Frage  kommen  kann;  andererseits 
besitzt  die  Komplementbindungsmethode  auch  in  prak- 
tischer Hinsicht  so  viel  Vorzüge,  daßsie  als  ergänzende? 
Verfahren  stets  brauchbare  Ergebnisse  verspricht,  so 
daß  sie  in  der  staatlichen  Prüfungskontrolle  so  lange 
mit  Vorteil  Verwendung  finden  kann,  bis  eine  branch- 
bare Methode  des  quantitativen  Antitoxinnachweises 
im  Tierversuch  (s.  a.  o.  Seite  20—23)  ausgearbeitet  ist 
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Als  letztes  Verfahren  zur  Wertbemessung  des  Meningokokken- 
serums in  vitro  kommt  die  Bestimmung  der  bakteriotropen 
Substanzen  in  Frage. 

Schon  JoGHMANN  hat  den  Nachweis  geliefert,  daß  im  Meningokokken- 
serum  neben  antitoxischen  Stoffen  und  bakteriziden  Ambozeptoren  auch 
phagozytosebefördemde  Substanzen  enthalten  sind.  Zur  Wertbemessung 
des  Serams  hat  er  dieselben,  jedoch  nicht  herangezogen.  Neufeld 
hat  dann  unter  Anlehnung  an  eine  von  Denys  und  Lecleff  für  das 
Streptokokkenserum  angegebene  und  von  Mennes  auch  beim  Pneumo- 
kokkenserum  mit  Erfolg  angewandte  Methode  ein  Verfahren  zur 
Austitrierung  der  bakteriotropen  Stoffe  des  Meningokokkenserums  im 
Reagenzglas  ausgearbeitet.  Seine  Methode  gestaltet  sich  so,  daß  ab- 
gestufte Immunserummengen  in  vitro  mit  Meningokokken  und  Leuko- 
zyten gemischt  eine  gewisse  Zeit  bei  37®  gehalten  werden^  und  in 
dem  alsdann  angefertigten,  gefärbten  Ausstrichpräparat  unter  dem 
Mikroskop  die  unterste  Serumverdünnung  festgestellt  wird,  bei  welcher 
gegenüber  Eontrollen  ohne  Immunserumzusatz  eine  spezifische  An- 
regung der  Phagozytose  deutlich  erkennbar  ist.  Joghmann  hat  auf 
diese  NsuFELDsche  Methode  als  sehr  beachtenswert  hingewiesen. 
Flexner  und  Joblino  benutzen  die  Wertbestimmung  des  Meningo- 
kokkenserums nach  dem  Tropingehalt  ausschließlich  und  angeblich  mit 
sicherem  Erfolg.  Auch  Kraus  und  Bächer,  desgleichen  BXoher 
and  Hachla  haben  bei  ihren  Nachprüfungen  die  Methode  brauchbar 
gefunden  und  sie  als  Früfungsverfahren  für  das  Meningokokkenserum 
—  evtl.  neben  dem  Nachweis  der  giftneutralisierenden  Substanzen 
des  Serums  —  empfohlen.  Endlich  haben  auch  v.  Wassermann 
sowie  Onaka  den  Wert  der  Tropinmethode  als  Hilfsverfahren  zur 
Wertbemessung  des  Meningokokkenserums  anerkannt,  lieber  die 
praktische  Brauchbarkeit  der  NEUFELDschen  Reagenzglasmethode 
herrscht  also  unter  den  beteiligten  Fachmännern  zurzeit  kein  Zweifel 
mehr.  Dazu  kommt,  daß  den  bakteriotropen  Eigenschaften  des 
Meningokokkenserums  jetzt  allgemein  auch  ein  beträchtlicher,  nach 
Jochmann  sogar  der  bedeutendste  Anteil  an  der  Heilwirkung  des 
Serums  beigemessen  wird.  Es  können  also  —  im  Gegensatz  zu  den 
komplementbindenden  Stoffen,  wo  nach  unseren  obigen  Ausführungen 
dies  noch  unsicher  ist  —  durch  die  Titrierung  der  Bakteriotropine 
tatsächlich  kurativ  wertvolle  Bestandteile  des  Meningokokkenserums 
bestimmt  werden.  Demnach  handelte  es  sich  für  uns  nur  darum,  zu 
untersuchen,  ob  die  Methode  in  der  von  Neufeld  angegebenen  Aus- 
föhrungsform  ^)  ohne  weiteres  auch  für  die  Zwecke  der  staatlichen 
Serumprüfung  verwertbar  war.    Der  Autor,  der  sein  Verfahren  neben 

1)  Med.  KliD.,  1908,    Nr.  80;    Arb.  a.  d.  Kais.  Gesundh.-Amt,    1910 
Bd.  34,  Nr.  3. 

Ehrlich,  Arbeiten  V.  3 
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der  Komplementbindangs-Reaktion  zur  staatlichen  Prüfung  des  Me- 
ningokokkenserums  empfohlen  hat,  läßt  nämlich  bei  Besprechung  seiner 
Methodik  selbst  mehrfach  die  Frage  oflFen,  ob  durch  etwaige  Ab- 
änderungen in  der  Technik  bezw.  Eruierung  und  Ausschaltung  einiger 
bisweilen  störender  Faktoren  die  Resultate  des  bakteriotropen  Reagenz- 
glasversuchs  sich  nicht  noch  gleichmäßiger  gestalten  lassen,  was  ja 
gerade  für  die  prüfungstechnische  Praxis  von  ausschlaggebender  Be- 
deutung wäre.  Dazu  war  von  anderer  Seite  auf  die  durch  öfters 
beobachtete  schlechte  Färbbarkeit  einzelner  Meningokokken  bedingte 
Unsicherheit  in  der  Beurteilung  der  Resultate,  femer  auf  die  bei 
manchen  Meningokokkenstämmen  erwiesene  entweder  schon  primir 
bestehende  oder  bei  künstlicher  Fortzüchtung  eingetretene  Neigong 
zur  Spontanphagozytose  durch  normale  Sera  hingewiesen.  Anderer 
seits  sollen  Stämme  vorkommen,  die  so  gut  wie  gamicht  phago 
zytiert  werden.  Endlich  berichtete  Onaka,  das  bei  Benutzung  Ter- 
schiedener  echter  Meningokokkenstämme  zur  Austitrierung  desselben 
Meningokokkenserums  mittels  der  Tropinmethode  sich  quantitatir 
schwankende  Resultate  ergaben  (vergl.  dazu  die  4  Yersuchsprotu 
koUe  S.  38). 

Unsere  Untersuchungen,  zu  deren  Illustrierung  nachstehend  mehrere 
Protokolle  wiedergegeben  sind  (Seite  34 — 38)  zeigten  uns  jedenfalls, 
daß  die  der  bakteriotropen  Reagenzglasmethode  anhaftenden  Mängel  nar 
geringfügiger  Natur  sind,  und  daß  es  zweifeUos  gelingt,  aach  in 
prüfungstechnischem  Sinne  hinreichend  genaue  und  sichere  Vergleichs- 
werte damit  zu  erzielen. 


20.  5. 1912. 

Tropinversnch  mit  Dresdener  MeDingokokken  Standard-Seram. 
a)  flüssig,  b)  trocken    (gelöst  1:10) 
Versuchsanordnung:  I.Se.  +  Kokken  +  Lenkozyten  IV,  Std.  bei  37* 
G^en  Stamm  E.    24-8tünd]g. 


Nr. 

I  Se.  Verö. 

Resaltat  bei  a 

Nr. 

I.8e.  Verd. 

Besultot  bei  b 

1 

0,01 

+  +  4- 

1 

0,01 

+  +  -f 

2 

0,005 

+  +  bis  +  +  + 

2 

0,005 

+  +  + 

3 

0,002 

+  + 

3 

0,002 

-¥  + 

4 

0,001 

+  + 

4 

0,001 

+  + 

5 

0,0005 

+  bis  -f  4- 

5 

0,0005 

+  bis  +  + 

6 

00002 

Bchwach  -f 

6 

0.0002 

schwach  + 

7 

0.0001 

fastO 

7 

0,0001 

0 

8 

N.Se.  0,01 

0 

8 

N.8e.  0,01 

0 

9 

NaOl  0,2 

0 

9 

NaCl  0,2 

0 

Konturen  der  Kokken  vielfach  sehr  unscharf. 


Die  Wertbemessang  des  Meningokokkexiserums  usw. 
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24.  5.  1912. 

TropinTersuch  mit  Dresdener  Meningokokken-Serum  (flüssig). 

Versachsanordnung  wie  oben. 

Gegen  Stamm  £.    a)  26'8tündig,  b)  12-8tändig. 


Nr. 

Verd- 

Resultat  bei  a 

Nr. 

l.Se. 
Verd. 

Reflultat  bei  b 

1 

ö,01 

++ 

1 

0,01 

+  +  + 

2 

0,005 

+  + 

2 

0,005 

+  +  + 

3 

0,002 

+  +  bis  +  +  + 

3 

0,002 

+  4.  bis  +  +  + 

4 

0,001 

+  +bis  +  +  + 

4 

0,001 

+  +bis  +  +  + 

5 

0,0005 

+  + 

häufige  de- 

5 

0,0005 

+  bis  +  + 

Gut  erhaltene 

f> 

0,0002 

+ 

generierte 
Formen 

6 

0,0002 

4- 

Formen  der 

7 

0,0001 

i 

7 

0,0001 

i 

Kokken 

8 

N.Se.  0,01 

i 

8 

N.Se.  0,01 

fast  0 

9 

NaCl  0^ 

± 

9 

NaCl  0,2 

0 

Iq  den  Eontrollen  geringe  Spontanphago- 

Kontrollen  frei   von  Spontanphagozytose. 

z] 

rtose. 

24.  5.  1912. 

Tropinversuch  mit  Dresdener  Meningokokken-Serum  (flüssig). 
Versnchsanordnung:  I.Se.  +  Kokken   Vi  8^*  ^  37°,  dann  Leukozyten  dazu  und 

1  Std.  bei  37«. 
Gegen  Stamm  £.    a)  24-standig,   b)  12-stündig. 


^^      Verd. 

Resultat  hm  a 

Nr. 

r.Se. 
Verd, 

Resultat  bei  b 

\ 

O.Ol 

^-f^ 

1 

0,01 

+  +  + 

2 

0,0Ü5     1 

+  +  + 

2 

o,oa5 

+  +  + 

3 

o,ai2 

+  +  bis  +  +  + 

3 

0,002 

+  +  bis  +  +  + 

4 

0,001 

+  + 

4 

0,001 

+  +  bis  +  +  + 

5 

0,0005 

+  bis  +  + 

5 

0,0005 

+  + 

Weniger    de- 

6 

0,0002 

+  bis  +  + 

6 

0,0002 

+  + 

generierte 
Formen  wie 

7 

0,0001 

+ 

7 

0,0001 

+ 

8 

N.Se.  0.01 

i 

8 

N.Se.  0,01 

± 

bei24-stünd. 

9 

NaCl  0,2 

i 

9 

NaCl  0,2 

0 

Kultur.  Kei- 
ne Spontan- 
phagozytose 

24.  5.  1912. 

Tropinversuch  mit  Dresdener  Meningokokken-Serum  (flüssig). 

Versuchsanordnung:  Die  Mischung  von  Se.  +  Kokken  -(-  Leukozyten  gepfropft  und 

20  Min.  geschüttelt,  dann  1*/^  Std.  bei  37^ 

Gegen  Stamm  E.    a)  24-stündig,  b)  12-stündig. 


Nr. 

LSe. 
Verd. 

Resultat  bei  a 

Nr. 

LSe. 
Verd. 

Resultat  bei  b 

1 

0,01 

+  +  + 

1 

0,01 

+  +  + 

2 

0,005 

+  +  + 

2 

0,005 

+  +  + 

3 

0,002 

-f+bis+++ 

3 

0,C02 

± 

4 

0,001 

+  + 

4 

0,001 

+  + 

D 

0.0005 

+  bis  +  + 

Viel  Detritus 

5 

0,0005 

± 

6 

0,0002 

-f 

6 

0,0002 

+ 

7 

0,0001 

+  (schwach) 

7 

0,0001 

i 

8 

N.8e.  0,01 

+  (schwach) 

8 

N.Se.  0,01 

± 

9 

NaCl  0,2 

dt 

9 

NaCl  0,2 

i 

Spontanphagozytose  und  nicht  quantitative  Resultate. 
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30.  5.  1912. 

Tr 
Zuerst 
15  Min 


K.  E.  Boehncke, 


triflchen  Zentrifoc 

e  ai 

isseschleadert 

G^egen  Stamm  £.    a)  24-stün<&g,  b)  12-8tündig. 

Nr, 

LS«, 
Verd. 

Eesultat  bei  a 

Nr. 

VenL 

Bttultat  bd  b 

1 

0,02 

+  +  + 

1 

0,02 

+  +  + 

2 

0,01 

+  +  + 

2 

0,01 

.  +  +  + 

3 

0,005 

+  +  + 

3 

0,005 

+  +  + 

4 

0,iXß 

+  +  bis  +  +  + 

4 

0,002 

+  + 

5 

0,001 

+  + 

5 

0,001 

'f+ 

6 

0,0005 

4- 

6 

0,0OCfö 

+  bi«  -*-  + 

7 

0,0002 

± 

7 

0.0002 

+ 

Fonneo  der 

8 

0,0001 

± 

8 

0,0001 

i 

Kokken  sehr 

9 

N.8e.0,02 

± 

Spontanpha- 

9 

N.8c0,02 

0 

gnterttthea 

10 

Lösung 

± 

gozytose 

10 

NaCl- 
KontroUe 

0 

30.  5.  1912. 

Tropinversnch   wie   vor;   jedoch   Leukozyten   mit  WasserEentrifn: 

ausgeschleudert. 
Gegen  Stamm  G.    a)  24-8tündig,  b)  12-8tündig. 


Nr. 

LSe. 

Verd. 

Resultat  bei  a 

Nr, 

LSe, 
Veid. 

BesüItAt  bd  b 

1 

0,02 

+  +  + 

1 

0.02 

H-  +  + 

2 

0,01 

+  +  + 

2 

0^1 

'      4-  +  4- 

3 

0,005 

+  +  + 

'd 

Ü,iiUö 

4--r4- 

4 

0,002 

4-4- bis  +4-4- 

4 

0,002 

4-4-  bis +4-4- 

5 

0,001 

4-4- 

Zahhreiche 

5 

0,001 

+  + 

6 

0,0005 

4-  bis  4-4- 

Kokken  in 

6 

0,0005 

+  + 

Formen  flff 

7 

0,0002 

4- 

Zerfall 

7 

0,0002 

+ 

EokkecMii; 

8 

0,0001 

db 

8 

0.0001 

i 

guterhiitec 

9 

N.Se.  0,02 

± 

9 

N.Se.  0,02 

0 

10 

NaCl- 
Kontrolle 

± 

10 

NaCl- 
KontroUe 

0 

31.  5.  1912. 

Tropinversnch  mit  Meningokokken-ßtandard-Serum  (trocken 
Verwendung  von  37®  warmer  0,85-proz.  NaCl-Lösung  zum  Abschwenunen  der  Leaki> 
zyten  im  Meerschweinchen,  zum  Waschen  derselben  und  zum  Aufschwemmeo  n*^ 

dem  2ientrifugieren. 
Se.  +  Kokken  Vi  Std.  bei  37  ^  danach  Leukozytenzusatz  und  1  Btd.  bei  37 . 
Gegen  Stamm  E.    24-8tündig. 


Nr. 

I.ße. 

Resultat  :  2  Tropfen 

Nr. 

LSe. 

Resultet  :  1  Tropfen 

Verd. 

Kokkenemulsion 

Verd. 

Kokkenemnlflon 

1 

0,01 

+  +  + 

1 

0,01 

+  -Ft 

2 

0,005 

+  +  + 

2 

0,005 

+  4-4- 

3 

0,002 

+  +  bis  +  +  + 

3 

0,002 

+  4- 

4 

0,001 

+  + 

Es  sind  zu 

4 

0.001 

+  bis  +- 

5 

0,0005 

+ 

viel  Kokken 

5 

0,0005 

4- 

6 

0,0002 

+ 

außerhalb, 

6 

0,0002 

+ 

7 

0,0001 

i 

die  das  Bild 

7 

0,0001 

i 

8 

N.Öe.  0,02 

+ 

stören. 

8 

N.Se.  0,02 

0? 

9 

NaCl  0,2 

± 

9 

NaCl  0,2 

0? 

Die  Wertbemessung  des  Meningokokkenserums  usw. 
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10.  1912. 

TropinTerBUch  mit  Meningokokken-Trocken-StaDdard-Sernm 
Std.  sensibilifiiert,  '/«  Std.  mit  Leukozyten  bei  37^  (3  mal  schüttebi  in  der  ersten 

Yiertebtunde). 
Gegen  Stamm  £.    12-8tündig. 


I.Se. 
Verd. 

Beeultat  bei:  NaCi-LösuDg 

LSe. 
Verd. 

Resultat  bei :  Verwendung  von 

37  *  warm,  ohne  Natr.  dtr.- 
Zusatz 

Nr. 

37  •  warmer  NaCl-Lösung  mit 
V,o  Proz.  Natr.  citr  J) 

0,02 

Versuch  w^en   Tölliger 
Gerinnung  der  Leuko- 
zytenabechwemmung 

1 

0,02 

+  +  + 

0,01 

2 

0.01 

+  +  + 

0,005 

3 

0,005 

+  4-  bis  +  +  + 

0,002 

unmöglich. 

4 

0,002 

+  +  bis  +  +  + 

0,001 

5 

0,001 

+  + 

0,0005 

6 

0,0005 

+  bis  +4- 

0,0002 

7 

0,0002 

i 

0,0001 

8 

0,0001 

T 

N.Öe.  0,02 
NaCl  0,2 

9 

N.Se.0,02 

:3r 

10 

NaCl  0,2 

0 

9.  1912. 

Tropinversuch  mit  Meningokokken-Standard-Trockenserum 
a)  Kokken  */.  gtd.  mit  8e.  sensibilisiert,  darauf  7.  Std.  bei  37 '^ 

Verwendung  von  37*^  warmer  NaCl- Lösung 
G^en  Stamm  £.    24-8tändig. 


LSe. 
Verd. 


Beeultat  bei  a 


Nr. 


LSe. 
Verd. 


Resultat  bei  b 


Kontrolle 
0,01 
0,005 
0,002 
0,001 
0,0005 
0,0002 
0,0001 


4-  +  + 

+  +  bis  4-  +  + 

4-  + 

+  4- 

schwach 


» 


+ 


Kontrolle  nicht  einwandfrei. 


0,1  n 

0,1  K 15 

0,M'.l 
0,« «  *'  Kl 

0,1  H  K  Ij 

Kontrolle 
zytose 


4-4-4- 

+  +  bis  4-4-4- 

4-  bis  +  + 

4- 

-f 

schwach  + 

vereinzelt  Spontanphago- 


8.  9.  1912. 


Phagozytose   deutlich   schwächer.     Kon- 
trolle nicht  einwandfrei. 


Tropinversuch  wie  vorher. 
Gegen  Stamm  £;  jedoch  12-stündig. 


)f(. 

L8*^ 
Verd. 

Resultat  bei  a 

Nr. 

LSe. 
Verd. 

Beeultat  bd  b 

] 

Kontrolle  1 

0,  sehr  deutlich 

1 

0,01 

+  4-          1 

0,01 

+  +  + 

2 

0.005 

+  bis  4  + 

^  ' 

0,005 

raebt  +4  + 

3 

(\fiy^ 

schwach  4 

Formen  der 

4 

0,fO2 

4  + 

Formen  der 

-1 

(}ß}\ 

± 

Kokken 

^ 

0,011 

4  bis  +  + 

Kokken 

h 

i\(m^ 

dl 

iebr  gut 

b 

0,0005 

+ 

»ehr  gut 

6 

0,(1X12 

i&At  0 

erhalten. 

V 

0,0002 

± 

erhalten. 

7 

(VHX>1 

0 

8 

0,0001 

0 

8 

Koclrolle 

Oj  sehr  den  dich 

Diu 

jProtokoU 

i>etontauBdrück] 

ichdasFeUer 

ijed( 

Br  Spontan 

Phagozytose  in  d( 

m  Kontrollen. 

1)  Bei  Zusatz  von  V,  Proz.  Natr.  citr.  ist  die  Phagozytose  völlig  ge- 
"ömmt,  bei  V4  Proz.  Natr.  citr.  merkliche  Verminderung  der  Phagozytose, 
^®i  Vg — Vio  Proz.  Natr.  citr.  ist  ein  schädigender  Einfluß  nicht  bemerkbar 
^d  Gerinnung  trotz  des  geringen  Zusatzes  von  Natr.  citr.   nie   bemerkt. 
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14.  11.  12.  bezw.  18.  1.  13. 

Tropinversach  mit  Meningokokken-Trocken-ßtandard-SerDm. 

a)  */^  Btd.  seosibilifliert,  '/«  S^-  ^^^  Leukozyten  bei  37®;  während  der  enteo  Viene!- 

Btnnde  3mai  geschüttelt 

b)   Vt  3^*  sensibilisiert,  1  8td.  mit  Leukozyten  bei  37*. 

Zur  Ausspülung  37®  warme  NaCl-Lösung  mit  Vio  Proz-  Natr.  dtr. 

Gegen  Stamm  £.    12-Btündig. 


Nr. 

LSe. 
Verd. 

Resultat  bei  a 
14.  11.  12 

a)  18.  1.  13 

Nr. 

LSe. 
Verd. 

Besnltitbeib 

1 

0,02 

+  +  + 

+  +  + 

la 

0,02 

+  +  4- 

2 

0,01 

+  +  4- 

+  +  + 

2 

0,01 

+  +  4 

3 

0,005 

+  +  + 

4-+  bis  +  +  + 

3 

0,005 

-f-f  bis  +^- 

4 

0,002 

+  +  bis  +  +  + 

+  +  bis+  +  + 

4 

0,002 

4-  + 

5 

0,001 

+  + 

+  + 

5 

0,001 

4-  bis  +- 

6 

0,0005 

+  bis  +  + 

+  bis  +4- 

6 

0,0005 

-r 

7 

0,0002 

schwach  + 

schwach  + 

7 

0,0002 

i 

8 

0,0001 

fastO 

i 

8 

0,0001 

fastO 

9 

N.Se.  0,02 

0 

0 

9 

N.öc.0,02 

0 

10 

NaCl  0,2 

0 

0 

10 

NaCl  0,2 

0 

Phagozytose  schwächer  wie  bat 

Verwendung  verschiedener  Meningokokkenstämme  gegenüber  des- 
selben Meningokokkenserum. 

Tropinversuche  mit  Meningokokken -Serum  Merck  v.  29.  5.  1911  gegen  Stamm  I.  L, 

IL  Br.,  111.  G.,  IV.  H. 
Am  16.  8.  1911.    Kultur  12.stnndig. 


.    BesulUt 

Nr 

ISe.  Verd 

I 

11 

III 

1          IV      _ 

1 

0,02 

4-4-4- 

+  +  + 

+  +  + 

++- 

2 

0,01 

4-4-  + 

+  +  + 

+  +  + 

+  4- 

3 

0,005 

4-4- bis +4-4- 

+  + 

+  +bis+4-  + 

+  +  - 

4 

0,002 

+  + 

+  + 

+  + 

+4 

5 

0,001 

+  + 

+  bi»  +  + 

+  + 

+  4 

6 

0,0005 

+  bis  4-  + 

+  bis  +  + 

+  + 

+  -^ 

7 

0,0002 

i 

i 

i 

+  4 

8 

0,0001 

i 

i 

T 

9 

N.Se.  0,02 

0 

0 

0 

4 

10 

NaCl  0,2 

0 

0 

.    0 

-r 

Die  drei  Stämme  £.,  Br.  und  G.  zeigen  alle  fast  ganz  gleiche  Titer  mit  demsei^ 
Serum.  Stamm  H.  ist  infolge  Neigung  zu  starker  Spontanphago^rtose  oDgeeigoc^ 
für  die  Tropinmethode. 


Wegen  der  Einzelheiten,  soweit  sie  nicht  aus  den  angeföhrten 
Protokollen  ersichtlich  sind,  sei  auf  die  Abhandlung  Boehncke:  r^"^ 
Methodik  des  bakteriotropen  Reagenzglasversuchs"  aus  dem  67.  Bande. 
Heft  7,  des  Centralblatts  für  Bakteriologie,  I.  Abteilung,  Originale 
verwiesen   und    nur  die   Zusammenfassung    der    als   zweckmäßig  ^r 
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ächteten    Modifikationen    der    NEUFELDschen    Versuchstechnik    hier 
wiederholt : 

„300 — 350  g  schwere  Meerschweinchen  werden  24  Standen  nach 
intraperitonealer  Injektion  von  5—10  ccm  mit  etwas  (0,5)  Aleuronat 
versetzter  Nährbouillon  durch  vorsichtigen  Nackenschlag  oder  Be- 
täubung getötet.  Das  zähe  Feritonealexsudat  wird  mit  etwa  50  ccm 
Vio  Proz.  Natrium  citricum  enthaltender  37®  warmer  physiologischer 
Kochsalzlösung  ausgespült,  die  Waschflüssigkeit  (nach  Entfernung 
etwaiger  gröberer  Aleuronatpartikel  und  Fibrinflocken)  vorsichtig  mit 
geringer  Tourenzahl  zentrifugiert  und  der  Bodensatz  nach  jedes- 
maligem Durchwirbeln  zweimal  mit  37®  warmer  physiologischer 
Kochsalzlösung  gewaschen.  Von  den  restierenden  Leukozyten  wird 
in  37®  warmer  NaCl-Lösung  eine  Aufschwemmung  hergestellt,  die 
io  ihrer  Konsistenz  einer  Vs'Pi'Ozentigen  Lezithinemulsion  entspricht 
(Meter). 

Zur  Bakterienaufschwemmung  werden  gut  bewachsene  12 — 14-stün- 
dige  Schrägagarkulturen  mit  je  0,5  ccm  NaCl-Lösung  +  0,5  ccm 
Bouillon  abgeschwemmt  und  sorgfaltig  —  unter  Vermeidung  sichtbarer 
Klümpchen  —  emulsioniert  Die  Bakterienaufschwemmung  ist  so  dicht 
zu  wählen,  daß  sie  in  ihrem  Aussehen  einer  Bouillon  mit  einem  Gehalt 
von  0,2  g  Aleuronat  pro  3  ccm  —  aufgeschüttelt  —  entspricht  Von 
Verdünnungen  des  Immunserums 

1 :      10  werden  je  0,2;  0,1;  0,05 

1  :    100        „         „   0,2;  0,1;  0,05 

1  :  1000  „  „0,2;  0,1;  0,05 
in  kleine  (5  cm  hohe,  6  mm  weite)  Reagenzröhrchen  in  besonderen 
niedrigen  Doppelgestellen  gefüllt  und  dazu  je  ein  Tropfen  der  Bak- 
terienaufschwemmung aus  ein  und  derselben  Tropfpipette  für  alle  gleich- 
zeitig angesetzten  Tropinversuche  hinzugetan.  Außerdem  für  jeden 
Versuch  ein  Kontrollröhrchen  mit  0,2  NaCl-Lösung  und  0,2  Vio  Normal- 
serum derselben  Art  wie  das  Immunserum  plus  1  Tropfen  Bakterien- 
emulsion. Nach  74-stündigem  Sensibilisieren  der  Bakterien  bei  37® 
werden  pro  Röhrchen  zwei  Tropfen  der  Leukozytenaufschwemmung 
hinzugegeben,  diese  kräftig  durchgeschüttelt  und  für  weitere  ^U  Stunden 
im  Brutschrank  konserviert.  Während  der  ersten  Viertelstunde  wird 
das  Reagenzglasgestell  zweckmäßig  noch  2 — 3  mal  durchgeschüttelt. 
Danach  Abguß  der  überstehenden  Flüssigkeit,  Einstellen  der  Gläschen 
umgekehrt  in  ein  neues  GesteU  mit  dicker  Fließpapierunterlage  und 
Anfertigung  von  je  zwei  Ausstrichpräparaten  vom  Bodensatz  jedes 
Röhrchens.  Nach  Aether-Alkoholfixierung  Färbung  mit  (Manson-) 
Methylenblau  und  schätzungsweise  Feststellung  der  graduellen  Ab- 
stufungen der  Phagozytose. 

Unser  Versuchsprotokoll  lautet  so: 
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T  r  0  p  i  n  V  e  r  8  u  c  h 

a)  mit  MeniDgokokkensenim  Nr.  z, 
aus  der  Fabrik  x 

ge^D  12Hstündige  MeDiogokokkenagarknltnr  z 

b)  mit  MeningokokkenstandardBeram  wie  vor. 


Datum 


Lfde. 

I.8e. 

Beealtat 

Htandard- 

Kesaltat 

Nr. 

Verd. 

beia 

seram- 
verd. 

bdb 

1 

0,02 

0,02 

2 

0,01 

0,01 

3 

0,005 

0,005 

4 

0,002 

0,002 

5 

0,001 

0,001 

6 

0,0005 

0,0005 

7 

0,0002 

0,0002 

8 

0,0001 

0,0001 

9 

0^  NaCl-L. 

0,2NaCl.L. 

10 

0,2V,oN.Se. 

0,2V,oN.Se. 

In  dieser  Anordnung  hat  uns  der  bakteriotrope  Reagenzglasversuch  in 
zahlreichen  Fällen  sehr  gute,  deutlich  vergleichbare  Resultate  bei  der  Prü- 
fung verschiedener  Immunsera,  besonders  Meningokokkensera  geliefert " 

In  das  Protokollmuster  ist  bereits  ein  Standardsernm  mir- 
aufgenommen.  Auch  Neufeld,  sowie  Kraus  und  Bacher  empfehlen 
die  Anwendung  eines  solchen,  um  die  Werte  der  anderen  Sera  nni 
auch  die  Phagozytierbarkeit  der  Kulturen  messen  zu  können.  Für 
die  staatliche  Prüfungskontrolle  ist  die  Einführung  eines  Standard- 
Serums  als  vergleichenden  Maßstabes  (oben  schon  näher  erläutert)  ein 
unbedingtes  Erfordernis.  Wie  die  vorausstehenden  Protokolle  dartan. 
ist  für  den  Tropin  versuch  das  evakuierte  flüssige,  wie  Trockenserum 
in  gleicher  Weise  verwertbar.  Wie  Neufeds  Untersuchungen  zeigten, 
die  wir  —  wenigstens  für  den  Zeitraum  eines  Jahres  —  bestitigeD 
konnten,  sind  die  Bakteriotropine  auch  in  mit  Karbol  versetzen,  flüssigen 
einfach  im  Eisschrank  fest  verkorkten  Meningokokkenseris  sehr  haltbar. 
Unzweckmäßige  Aufbewahrung  bei  starker  Wärme  (37®)  schädigtec 
sie  dagegen  erheblich  (vergl.  nachstehendes  Protokoll). 


T 

ropinversuch  mi 

t  Meninfrokokkenserum  Bern  Nr.  34 

an(135 

mit  Stamm  £.  12-8tündlg. 

_ 

I.Se. 
Verd. 

Nr.  34 

Nr.  35 

Lfde. 
Nr. 

Ke- 
Bultat 

EisBchrank 

Brut- 
schrank 

Besoltat 

Eis- 
schrank 

Brut- 

15.8.11 

4.  10.  12 

4.  10.  12 

15.  8.  11 

4.  10.  12 

410J2 

1 

%^ 

+  +  + 

+  +  4- 

+  -4-4- 

+  +  4- 

+  +  4- 

+  bis  " 

2 

0,01 

+  +  + 

4-H-bi8  4-  +  4- 

4— h  + 

+  +  4- 

+  +  + 

+  bb- 

3 

0,005 

+  +  + 

+  4- bis +4-4- 

4- 

+  +  4- 

+  + 

4 

4 

0,002 

+  4- 

+  4- 

dt 

4-  + 

+  + 

4 

0 

0,001 

4-4- 

+ 

i 

+bis+  + 

+ 

Jlf^ 

6 

0,0005 

4- 

4- 

db 

+ 

i 

fistO 

7 

0,0002 

i 

± 

0 

i 

i 

ft8tO 

8 

0,0001 

0 

0 

0 

ü 

0 

0 

9 

N.Se.0,02 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

10 

NaCl.0,2 

0 

0 

0 

0 

0 

0 
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Darin  verhalten  sie  sich  also  ähnlich  wie  die  komplementbindenden 
Stoffe,  aber  anders  als  die  Agglutinine,  bei  denen  sich  in  einigen 
gleichzeitig  agglntinierendei)  Seris  ein  starker  Rückgillig  nach  ein- 
jähriger Konservierung  im  Eisschrank  gegenüber  dem  —  von  der 
Fabrik  angegebenen  —  Anfangstiter  bemerkbar  machte  (s.  nach- 
stehendes Protokoll  in  Tabelle  4). 

Tabelle  4. 


»  3 

Konser- 

yierung 

1:25 

1:50 

1:75 

1:100 

1:200 

1:300 

1:400 

1:500 

1:600 

O    OD 

H 

im: 

34 
Bern 

1:2000 

EisBchr. 
Bmtschr. 

+  +  + 

+  +  + 
4-  + 

+  -f  + 

+  + 

+  + 

+ 

Bchw.4- 

i 

T 

35 
Bern 

1:2000 

EisBchr. 
Brutschr. 

schw.H- 

ü 

ü 

0 
0 

36 
Bern 

1:2000 

Eisschr. 
Brutschr. 

+  +  + 

+  +  + 
0 

0 

0 

' 

Die  Frage  des  Standardsenims  dürfte  also  unter  keinen  Umständen 
bei  der  Anwendung  der  Tropinmethode  in  vitro  einen  Hinderungsgrund 
in  irgend  einer  Beziehung  abgeben. 

Wir  haben  dann  noch  den  Anstieg  des  bakteriotropen  Titers  in 
einem  Meningokokkenserum  während  der  einzelnen  Phasen  der 
Immunisierung  geprüft.  Die  untersuchten  Serumproben  (Tabelle  5) 
sind  dieselben  wie  die  zur  Feststellung  des  komplementbindenden 
Titers  in  Tabelle  3  benutzten.  Der  Paralellismus  der  einzelnen  Reihen 
in  beiden  Tabellen  dürfte  ohne  weiteres  ersichtlich  sein. 

Ob  ein  solcher  Paralellismus  immer  zu  beobachten  sein  wird,  muß 
vorläufig  noch  dahingestellt  bleiben.  Die  Untersuchungen  von  Onaka, 
sowie  unsere  eigenen  konnten  7war  den  allmählichen  Anstieg  des 
komplementbindenden  Titers  eiües  Serums  während  der  einzelnen 
Phasen  des  Immunisierungsaktes  veranschaulichen,  wie  es  in  gleicher 
Weise  sich  zeigt  in  Tabelle  5  für  den  Anstieg  der  Bakteriotropine. 
Femer  ließen  in  der  Regel  die  von  uns  untersuchten  Meningokokken- 
sera,  welche  eine  spezifische  Phagozytose  noch  in  sehr  hohen  Ver- 
dünnungen verursachten,  auch  einen  hohen  komplementbindenden  Titer 
erkennen,  beispielsweise  das  Meningokokkenserum  Bern  No.  36,  das 
von  allen  untersuchten  Seris  sowohl  den  höchsten  komplementbindenden 
Titer,  nämlich  in  einer  Verdünnung  von  0,002  und  höchsten  bakterio- 
tropen Titer  (deutliche  Phagocytose  noch  bei  0,0001)  aufwies.  Ob  dieser 
Paralellismus  zwischen  komplementbindendem  und  bakteriotropem 
Titer  beim  Meningokokkenserum  eine  konstante  Erscheinung  ist,  kann 
bei  der  immerhin  beschränkten    Zahl   unserer  Untersuchungen  nicht 
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Tabelle 
Anstieg  des   bakteriotropen  Titers 


9 

Blutentnahme  nach: 

Lfde. 

L8e. 

Nr. 

Verd. 

1. 

2. 

3. 

4. 

5. 

Injektion 

Injektion 

Injektion 

Injektion') 

InjektkA 

1 

0,02 

0 

0 

+  bis  +  + 

± 

+  * 

2 

0,01 

0 

0 

-f 

0 

— 

3 

0,005 

0 

0 

i 

0 

schwach  - 

4 

0,002 

0 

0 

0 

0 

X 

5 

0.001 

0 

0 

0 

0 

0 

6 

0,0005 

0 

0 

0 

0 

ü 

7 

0.0002 

0 

0 

0 

0 

ö 

8 

0,0001 

0 

0 

0 

0 

0 

9 

I.Se.  0.02 

0 

0 

0 

0 

0 

10 

NaCl  d,2 

0 

0 

0 

0 

0 

sicher  entschieden  werden,  zumal  auch  wir  in  vereinzelten  Fallen 
Schwankungen  in  dem  Gehalt  an  beiden  Substanzen  bemerken  konnten. 
Immerhin  sprechen  unsere  Ergebnisse  für  die  Wahrscheinlichkeit  eines 
ziemlich  weitgehenden  Paralellismns  im  Gehalt  des  Meningokokken- 
serums  an  komplementbindenden  und  bakteriotropen  Substanzen,  was 
natürlich  von  besonderem  Wert  sein  würde  für  die  Verwendungsmög- 
lichkeit beider  Prüfungsmethoden  nebeneinander  zur  Wertbemessong 
dieses  Serums. 

Von  einzelnen  Autoren  ist  die  Festlegung  eines  bakteriotropen 
lUindesttiters  als  Maßstab  für  ein  in  der  Praxis  brauchbares  Meningu- 
kokkenserum  als  wünschenswert  erachtet  worden.  Selbstverstindlid 
würde  auch  in  der  staatlichen  Prüfungskontrolle  ein  derartiges  Mindest 
maß  an  bakteriotropen  Fähigkeiten  für  jedes  zuzulassende  Senun  von 
vorneherein  zur  Bedingung  gemacht  werden.  Als  solch  ein  Mindest- 
titer  könnte  auf  Grund  unserer  sehr  zahlreichen  Untersuchungen  mit 
den  verschiedensten  Meningokokkenseris,  die  Forderung  einer  deut- 
lichen Anregung  der  Phagozytose  noch  in  der  Immunserumverdünnung 
von  0,001  angängig  und  keinesfalls  als  übermäßig  bezeichnet  werden. 
Nur  möchten  wir  vorschlagen,  in  der  Praxis  anstatt  der  Benennung 
des  bakteriotropen  Titers  nach  dem  Grade  der  Immunserumverdünnung 
lieber  die  in  der  Serumprüfung  bereits  allgemein  eingeführte  Nomen- 
klatur nach  einem  Normalserum  und  so  und  so  vielfach  höher 
w^rtigen  Seris  derselben  Art  zu  benutzen.  Es  wäre  also  ein  Normal- 
oder  einfaches  Meningokokkenserum  ein  solches,  das  in  der  Verdünnung 
von  0,01  eine  deutliche  spezifische  Anregung  der  Phagozytose  gegenüber 
entsprechenden  Kontrollen  verursacht.  Ein  Meningokokkenserum,  das 
dieselben  Eigenschaften  in  der  Verdünnung  von  1 :  1000  bezw.  1 :  2000bezf . 


1)  Serumprobe  völlig  dick,  ist  vom  fiebernden  Pferd  entnommen 
Vergl.  auch  die  Resultate  des  Komplementbindungsversuchs  Nr.  4  ic 
Tabelle  3. 
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w  ährend  des  ImmuDiBierangB&ktes. 


Blatentnahme  Dach: 


6. 

7. 

9. 

10. 

20Taffenachder 
10.  Injektion 

Injektion 

Injektion 

Injektion ') 

Injektion 

+  + 

-f+bis-f  +  + 

+  +  + 

+  +  + 

+  +  + 

+  + 

+  + 

+  + 

+  +biß-f  +  + 

+  + 

+— +  + 

+  + 

+  + 

+  + 

+  + 

+ 

+ 

-f  bis  +  + 

+  bis  +  + 

+  bis  +  + 

i 

+ 

-f  biß  -f + 

+  bis  +  + 

+ 

0 

0 

+ 

schwach  + 

i 

0 

0 

0 

± 

0 

5 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

1:5000  usw.  zeigt,  würde  demnach  als  ein  10-,  20-  oder  öOfaches  usw. 
zu  bezeichnen  sein.  Nach  unserem  Vorschlage  wäre  somit  ein  lOfiaches 
Meningokokkenserum  das  niedrigste,  das  auf  Grund  der  Beurteilung 
seiner  bakteriotropen  Eigenschaften  für  die  Verwendung  in  der  Praxis 
zugelassen  werden  könnte.  Es  würde  eine  solche,  bereits  allgemein 
gebräuchliche  und  einfache  Bezeichung  auch  sicher  von  den  Klinikern 
und  Aerzten  freudiger  begrüßt  und  verständnisvoller  aufgefaßt  werden, 
als  die  zurzeit  noch  immerhin  femliegende  Bezeichnung  des  eigent- 
lichen bakteriotropen  Titers  als  solchen. 

Resümierend  läßt  sich  über  die  Tropinmethode  in  vitro 
sagen,  daß  sie  geeignet  erscheint,  hinlänglich  genaue  und 
gleichmäßige  Resultate  in  der  Wertbemessung  des 
Meningokokkenserums  zu  garantieren  und  daß  die  mög- 
lichen Schwankungen  aus  nebensächlicheren  Ursachen 
nicht  so  bedeutende  sind,  um  ihre  Verwendung  in  der 
staatlichen  Prüfungskontrolle  zu  verhindern.  Da  femer 
mit  dieser  Methode  sicher  Werte  bestimmt  werden,  die 
bei  der  Heilwirkung  des  Meningokokkenserums  eine 
nicht  unbeträchtliche  Rolle  spielen,  so  dürfte  es  ange- 
bracht sein,  aufdieTitrierungder  bakteriotropen  Serum- 
stoffe in  vitro,  zur  Wertbemessung  des  Meningokokken- 
serums in  erster  Linie  zu  rekurrieren  und  daneben  als 
Hilfsmethode  die  Eomplementbindungsmethode  mit  zu 
verwenden. 

Schlußsätze. 

Auf  Grund  der  vorstehend  geschilderten  Ansichten  und  Ergebnisse 
anderweitiger,  sowie  auf  Grund  der  Resultate  eigener  Untersuchungen 
läßt  sich  über  die  Ein-  und  Ausführung  einer  staatlichen  Prüfung  des 
Meningokokkenserums  folgendes  sagen: 

2)  Seramprobe  der  8.  Blutung  nicht  erhalten. 
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1.  Die  Notwendigkeit  der  Unterstellung  des  Meningokokkensemms 
unter  die  staatliche  Prüfangskontrolle  ist  ein  dringendes  Bedürfiiis  and 
allgemein  anerkannt. 

2.  Die  Auswertung  im  Tierversuch  erscheint  zurzeit  noch  nicht  mit 
der  Sicherheit  möglich,  wie  sie  für  staatliche  Prüfiomgszwecke  anbe- 
dingtes Erfordernis  ist.  Vielleicht  ist  bei  weiterem  Ausbau  der  anti- 
toxischen Wertbestimmungsmethode  in  der  im  Text  angegebeneu 
Richtung  späterhin  auch  eine  Verwendung  des  Tierversuchs  möglich. 

3.  Von  den  Wertbemessungsmethoden  in  vitro  bietet  die  von 
Neufeld  vorgeschlagene  Bestimmung  der  bakteriotropen  Substanzen 
vermittels  des  bakteriotropen  Reagenzglasversuchs  unter  Zugrunde- 
legung eines  Standardserums  mit  den  hier  angegebenen  Modifikationen 
genügende  Sicherheit  und  Exaktheit,  um  auch  in  der  staatlichen 
Prüfungstechnik  Verwendung  zu  finden.  Daneben  empfiehlt  es  sich 
bis  auf  weiteres  jedes  Meningokokkenserum,  unter  Verwendung  eines 
Standardserums  und  Standardextrakts,  auch  auf  komplementbindende 
Antikörper  in  der  von  v.  Wassermann  und  Brück  angegebenen 
Methodik  zu  prüfen. 

4.  Außer  dieser  speziellen  Wertbemessung  empfiehlt  sich  bei  der 
staatlichen  Eontrolle  jedes  Meningokokkensemms  noch  eine  Prüfunsr 
auf  Unschädlichkeit  in  der  gleichen  Art  wie  für  die  übrigen  in  der 
Humanmedizin  angewendeten  Sera  üblich,  nämlich  auf:  Keimfreiheit. 
Karbol-  und  Eiweißgehalt. 

5.  Obwohl  die  Grundlagen  für  eine  staatliche  Prüfung  hinsichtlich 
der  therapeutischen  Wirksamkeit  des  Meningokokkensemms  als  ge- 
geben zu  erachten  sind  und  somit  Bedenken  gegen  eine  sofortige  Ein- 
führung der  definitiven  Prüfungskontrolle  des  Meningokokkensemms 
nicht  bestehen  dürften,  empfiehlt  es  sich  aus  prüfungstechnischen 
Gründen  vorerst  die  Prüfung  noch  provisorisch  zu  gestalten. 


Ueber  den  Parallelismus 

der  Pneumokokkenantikörper  in  vitro 

und  in  vivo  und  ihre  Haltbarkeit  im 

Pneumokokkenserum 

Von 
K.  B.  Boehncke  und  J.  Mouriz-Riesgo 


Dei  der  gesteigerten  Anwendung,  die  das  Pneumokokkenserum  in 
den  letzten  Jahren  bei  der  Behandlung  der  Pneumonie  und  anderer 
Pneumokokkeninfektionen  in  praxi  gefunden  hat,  erschien  es  von 
Interesse,  an  mehreren  Pneumokokkenseris  verschiedener  Herkunft 
Untersuchungen  anzustellen  über  den  Parallelismus  der  in  vitro  und 
in  vivo  in  Erscheinung  bezw.  in  Wirkung  tretenden  Antikörper.  Gleich- 
zeitig sollte  daneben  die  Frage  der  Widerstandsfähigkeit  der  ver- 
schiedenen im  Serum  vorhandenen  Immunstoffe  gegenüber  schädigenden 
äußeren  Einflüssen  geprüft  und  außerdem  mit  Rücksicht  auf  eine  viel- 
leicht noch  vermehrte  praktische  Bedeutung  des  Pneumokokkenserums 
in  Zukunft  an  einigen  bereits  mehrere  Jahre  alten  Pneumokokkenseris 
die  Haltbarkeit  des  Serums  unter  gewöhnlichen  Verhältnissen  unter- 
sucht werden. 

üeber  den  Vergleich  der  Immunitätswerte  einiger  Antipneumo- 
kokkensera  hat  Puntoni^)  neuerdings  Untersuchungen  veröffentlicht. 
Der  Autor  prüfte  in  Schutzversuchen  ein  von  Tizzoni  in  Bologna  her- 
gestelltes, sowie  das  Bemer  und  MERCKsche  Pneumokokkenserum.  Aus 
dem  uns  zur  Verfügung  stehenden  Referat  in  der  Wiener  klinischen 
Wochenschrift  (Jahrgang  1912,  S.  771)  geht  über  die  Wirkungsweise 
der  Sera  nur  hervor,  daß  das  italienische  Serum  in  Versuchen  an 
Bindern  und  kleineren  Laboratorinmstieren  den  beiden  anderen  ge- 
nannten, in  seiner  Schutzwirkung  erheblich  überlegen  sich  zeigte. 
Nach  Abschluß  unserer  Untersuchungen  erhielten  wir  durch  die  Liebens- 
würdigkeit von  Herrn  E.  Merck  in  Darmstadt  Einsicht  in  ein  Referat 
einer  in  polnischer  Sprache  erschienenen  Arbeit  von  St.  Saski  „üeber 
den  Gehalt  an  spezifischen  Antikörpern  der  Antipneumokokkensera 
von  Merck  und  des  Sächsischen  Serumwerks".    Aus   dem  deutschen 


1)  Gazetta  degli  Ospedale,  1912,  No.  21. 
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Referat  geht  nur  hervor,  daß  die  Prüfung  sich  erstreckte  anf  Aggla- 
tinine,  Präzipitine,  komplementbindende  Antikörper,  Bakteriotropine. 
Bakterizidine  und  antibakterielle  Schntzstoffe.  Nähere  Angaben  über 
einen  etwaigen  Paralellismus  einiger  dieser  Substanzen  sind  nicht  ent- 
halten. Als  Schlußresultat  findet  sich  verzeichnet,  daß  das  MERCEsche 
Serum  an  Schutzkraft  dem  Sächsischen  Serum  sich  bedeutend  über- 
legen zeigte. 

Unsere  Untersuchungen  hatten  sich  auf  die  gleichen  Antikörper 
im  Pneumokokkenserum  erstreckt,  wie  die  in  der  Arbeit  von  Saski 
angeführten.  Dazu  standen  uns  Pneumokokkensera  zur  Verfügung  aus 
den  Farbwerken  in  Höchst,  dem  Sächsischen  Serumwerk  in  Dresden, 
sowie  der  chemischen  Fabrik  von  E.  Merck  in  Darmstadt,  d.  s.  die 
drei  fabrikmäßig  in  Deutschland  hergestellten  und  wohl  fast  ausschlieis- 
lieh  bei  uns  in  der  Praxis  verwendeten  Pneumokokkensera.  Für  die 
freundliche  Ueberlassung  der  Sera  sind  wir  den  genannten  Herstellungs- 
stätten zu  lebhaftem  Dank  verpflichtet 

Die  bei  den  einzelnen  Versuchen  zur  Verwendung  gelangten 
Pneumokokkenstämme  waren  folgender  Art: 

1.  Stamm  H.,  ein  noch  ziemlich  frisch  isolierter,  hoch  virulenter 
„typischer"  (s.  u.)  Stamm. 

2.  Stamm  9  und  Stamm  N.:  beides  bei  der  Herstellung  des 
Höchster  Serums  mitverwendete  Immunisierungsstämme. 

3.  Stamm  Dr.,  ein  bei  der  Herstellung  des  Sächsischen  Serums 
benutzter  Stamm. 

4.  Ein  „aptypischer",  d.  h.  durch  die  drei  gebräuchlichen  Immun- 
sera nicht  beeinflußter  echter  Pneumokokkenstamm. 

5.  Stamm  Marx,  ein  bisweilen  bei  der  Prüfung  im  Schutzversuch 
gegen  ganz  kleine  Infektionsdosen,  sowie  agglutinatorisch  von  zweien 
der  drei  untersuchten  Sera  in  ganz  geringem  Maße  beeinflußter, 
offenbar  einer  anderen  Gruppe  atypischer  Pneumokokken  zugehöriger 
Pneumokokkenstamm. 

Das  Agglutinationsvermögen  der  drei  vorbezeichneteo 
Sera  gegenüber  den  eben  genannten  Stämmen  ergibt  sich  aus  den  nach- 
folgenden Tabellen  1—3. 

Tabelle  1. 
Agglutination  des  Pneam.-äerum8  Hoechst. 


öe.-Verd. 

öt.  H. 

St.  9 

St.N. 

st  Dr. 

Atyp.  St 

8t  Man 

1:   10 

0 

+ 

+ 

schwach  + 

0 

0 

1:   25 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

1:   50 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

1:   75 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

1:100 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

1:150 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

1:200 

ü 

0 

0 

ü 

0 

0 

Kontr.  NaCl. 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

lieber  den  Farallelismus  der  Pnemnokokkenantikörper  usw. 

Tabelle  2. 
Agglutination  des  Pneum.-Serums  Dresden. 
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Se..Verd. 

St.H. 

St  9 

SLN. 

8t  Dr. 

Atyp.  8t 

St  Marx 

1:    10 

+  +  + 

+  -f  + 

+  +  + 

4-  +  -f 

0 

+  + 

1:    25 

+  +  + 

+  +  + 

+  + 

+  +  + 

0 

+ 

1:    50 

+  +  + 

+  + 

+ 

± 

0 

0 

1:    75 

+  + 

+ 

+  schwach 

0 

0 

0 

1:100 

+ 

0 

0 

0 

0 

0 

1:  150 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

1:200 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Kontr.  NaCl. 

0 

0 

0 

0 

ü 

0 

Tabelle  3. 
Agglutination  des  Pneum.-8eramB  Merck. 


Se.-Verd. 

StH. 

8t  9 

8t  N. 

8t  Dr. 

Atyp.  8t. 

8t  Marx 

1:    10 

+  +  + 

+  +  + 

+  +  + 

+  +  + 

0 

+  +  + 

1:   25 

+  +  + 

+  +  + 

-h-r 

+  +  + 

0 

+  + 

1:   50 

+  +  + 

+  + 

+  + 

± 

0 

0 

1:    75 

+  +  + 

+ 

+ 

0 

0 

0 

1:100 

+  + 

0 

+  schwach 

0 

0 

0 

1:150 

+  -f 

0 

0 

0 

0 

0 

1:200 

+  + 

0 

0 

0 

0 

0 

1:300 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Kontr.  NaCl. 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Es  zeigt  das  Serum  Höchst  lediglich  gegen  die  beiden  homologen 
(d.  h.  bei  seiner  Herstellung  zur  Immunisierung  des  Serumspenders 
verwendeten)  Stamme  und  einen  heterologen  typischen  Pneumokokken- 
stamm  eine,  in  letzterem  Falle  allerdings  nur  angedeutete,  agglu- 
tinierende Wirkung.  Der  heterologe  typische  Stamm  H,  sowie  die 
atypischen  Stämme  werden  agglutinatorisch  gar  nicht  beeinflußt. 

Ausgeprägter,  wenn  auch  nur  in  stärkerer  Konzentration,  ist  das 
Agglutinationsvermögen  der  Pneumokokkensera  Dresden  und  Merck.  Be- 
merkenswert erscheint,  das  ersteres  den  heterologen  typischen  Stamm 
H  erheblich  weiteragglutiniert  als  seinen  homologen  Stamm  Dr.  und 
daß  beide  Sera  bis  1:25  auch  einen  atypischen  Stamm  agglutinieren. 
Erstere  Erscheinung  ist  vielleicht  in  Uebereinstimmung  zu  bringen  mit 
der  Beobachtung  Neüfelds,  der  bisweilen  von  seinen  Seris  nicht  nur 
homologe,  sondern  auch  einige  heterologe  Stämme  hoher  Virulenz 
beeinflußt  sah,  dagegen  avirulente  nicht;  es  war  nämlich  der  vom 
Dresdener  Serum  stärker  agglutinierte  heterologe  Stamm  H.  zur  Zeit 
der  Agglutinationsprüfung  in  seiner  Virulenz  (1:10000000)  dem 
homologen  (1:50000—100000)  bedeutend  überlegen. 

Im  Ganzen  zeigten  also  die  untersuchten  Pneumokokkensera  nur 
geringes  agglutinierendes  Vermögen.  Stets  verlief  die  Agglutination 
relativ  langsam,  so  daß  das  Resultat  erst  nach  24  bis  30  Stunden 
fixiert  werden  konnte. 

Wie  sehr  die  Haltbarkeit  der  Agglutinine  in  Pneumo- 
kokkenserum  von  der  Art  der  Konservierung  abhängt,  zeigt  das  Er- 

Ehr lieh,  Arbeiten  V.  4 
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gebnis    der    Agglutinationsprüfung   (Tabelle    4)    bei    den    folgenden 
drei  Seris: 

a)  fünQähriges,  nach  Ehrlichs  Methode  evakuiert,  bei  Zimmer* 
temperatur  im  Dunkeln  aufbewahrtes  (15 — ^20faches)  TrockenseromMercL 

b)  4V3-jähriges,  karbolisiertes  (4Qfaches)  flüssiges,  im  Glasfläsch- 
chen  bei  Zimmertemperatur  ohne  besondere  VorsichtsmaBregeln 
konserviertes  Serum  Merck,  C.  Nr.  1. 

c)  4-jähriges  (20faches),  wie  vor  beschaffenes  und  aufbewahrtes 
Serum  Merck,  C.  Nr.  3. 

Zur  Agglutinationsreaktion  diente  Stamm  H. 

Tabelle  4. 
Haltbarkeit  der  Agglutinine  im  Poeumokokkenseram. 


8e.-Verd. 

a 

b 

c 

1:   10 

+  +  + 

+  + 

0 

25 

+  +  -f 

± 

0 

50 

+  +  + 

0 

0 

.    75 

+  + 

0 

0 

100 

+  + 

0 

0 

150 

+ 

0 

0 

175 

± 

0 

0 

200 

0 

0 

0 

Kontrolle 

0 

0 

0 

mit 

NaCl 

Während  das  evakuiert  konservierte  Serum  in  seiner  Agglutinations- 
kraft  noch  fast  dem  frischen  MERCKSchen  Serum  (vergl.  Ergebnis  in 
Tabelle  3)  entsprach,  hatten  sich  die  Agglutinine  in  den  beiden  flflssigeD 
karbolisierten  Seris  fast  ganz  bezw.  ganz  verloren. 

Die  Beeinflussung  der  Agglutinine  im Pneumokokkensemm 
durch  Wärme  und  Licht  zeigt  nachstehende  Tabelle. 


Tabel  le  5 
Agglutination   des  Serums  Dresden, 

a)  nach  1^/,  monatiger  Aufbewahrung  bei  37 

b)  „     3^  ,.  „  „   37« 


im  diffusen  Tageslicht 


H 


mit  St  H. 
2    ^    St  Dr. 


Se.-Verd. 

^ 

a, 

b. 

b. 

Ci 

C| 

1:    10 

4-  +  + 

+  +  + 

+  -f 

+  -f 

++  + 

-f-rr 

1:   25 

+  -}-  + 

+ 

± 

dt 

+++ 

-:- 

1:   50 

+  + 

i 

0 

0 

+ 

0 

1:   75 

+ 

0 

0 

0 

0 

0 

1:100 

i 

0 

0 

0 

0 

0 

1:150 

0 

0 

0 

0 

0 

•    0 

1:200 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

NaCl-Kontrolle 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Es  scheint  danach  Wärme  in  mäßigen  Graden  in  der  Zeiteinheit 
weniger  auf  die  Agglutinine  zu  wirken  als  das  diffuse  (also  von  Wärme- 
Strahlen  ziemlich  freie)  November-Dezember-Tageslicht.    Bei  längerer 
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Daaer  der  Wärmewirkang  zeigt  sich  naturgemäß   eine  stärkere  Ab- 
nahme der  Agglutinine  (yergl.  b^  und  b^). 

Die  Ergebnisse  der  Prüfung  des  Präzipitationsvermögens 
der  einzelnen  Sera  finden  sich  in  nachfolgender  TabeUe  (6)  zu- 
sammengesteUt.  Als  Antigen  dienten  klar  zentrifugierte  Schüttel- 
extrakte der  einzelnen  Pneumokokkenstämme. 

Tabelle  6. 
Semm  je  0,1  com,  Extrakt  je  0,9  ccm. 


Eiinkt  aus:  ; 

St.  H, 

8t.  0 

St,  Dr. 

St.  N. 

Atyp,  St* 

et.  Man 

tiaeh : 

So- 
fort 

5' 

15' 

fürt 

5' 

15' 

So- 
fort 

5' 

15'; 

So- 
fort 

5' 

16' 

so- 
fort 

b* 

w 

SoJ 

lOTt 

5' 

w 

Höoliet 

0 

± 

i 

0 

+  , 

+  4- 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Ü 

0 

0 

0 

0 

0 

HreNieo 

0 

+ 

+  + 

0 

Ü 

1   0 

0 

± 

+  4- 

r> 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

i) 

^  Merck 

0 

+  + 

+  4-4- 

0 

+ 

-f  + 

0 

Ü 

(1 

0 

0 

0 

0 

i> 

0 

0 

0 

± 

ForaiäLPf.-Be. 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Ü 

0 

(\ 

5iCl 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

n 

n 

0 

0 

0 

0 

0 

n 

0 

Durchweg  ist  die  Präzipitation  nur  gering.  Ebenso  wie  bei  der 
Agglutination  zeigt  auch  hier  das  Serum  Merck  und  zwar  wieder  mit 
dem  hochvirulenten  Stamm  H.  die  ausgeprägteste  Reaktion.  Beachtung 
verdient  mit  Rücksicht  auf  das  Agglutinationsergebnis  und  (das  später 
mitgeteilte)  Ergebnis  im  Schutzversuch,  die  —  wenn  auch  nur  mini- 
malste —  Präzipitation  durch  das  Antigen  Marx.  Beim  Serum 
Dresden  ist  gleich  der  Agglutination  auch  die  Präzipitation  mit  Ex- 
trakt aus  dem  heterologen  Stamm  H.  wieder  um  ein  Geringes  stärker 
als  mit  dem  zugehörigen  Stamm  Dr.  Das  Serum  Höchst  vermag  nur 
mit  einem  seiner  homologen  Stämme  deutlich  zu  präzipitieren. 

Genau  so  wie  auf  die  agglutinierenden  Antikörper  scheint  auch  auf 
die  präzipitierenden  das  diffuse  Tageslicht  stärker  einzuwirken,  als 
mäßige  Wärmegrade  trotz  längerer  Einwirkung  derselben  (s*  fol- 
gende Tabelle). 

Tabelle  7. 
Präzipitation  des  Serums  Dresden: 

a)  nach  IVt-monatiger  Konservierang  im  diffusen  Tageslicht, 

b)  nach  3-monatiger  KoDserviemug  bei  37^. 

Extrakt  aus  Stamm  H. 


sofort 


Resultat  nach 
5  Minuten     15  Minuten 


a)  LSe.  0,1 

b]  L8e.  0,1 
Normales  Pferde-Se. 
Naa-Löeung 


+  Extrakt  0,9  ccm 

+  »  0,9  „ 
+  »  0,9  „ 
+        „       0,9     „ 


0 
+ 
0 
0 


0 

+  bis  +  + 

0 

0 


Während  aus  dem  Gehalt  eines  Immunserums  an  Agglutininen  und 
Präzipitinen  nach  allgemeiner  Ansicht,  ein  Rückschluß  auf  seine  Schutz- 
and  Heilkraft  nicht  gezogen  werden  kann,  ist  dies  aus  dem  Gehalt  an 
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eigentlichen  Immankörpem :  den  Bakterizidinen  und  für  die  Kokken- 
sera  besonders  den  Bakteriotropinen  wohl  eher  möglich. 

Bakterizidine  ließen  sich  in  keinem  der  drei  Sera  imPlatten- 
yersuch  nachweisen. 

Das  Verhalten  der  bakteriotropen  Antikörper  ergibt  sich 
aus  den  nachstehenden  Tabellen  8—10^). 

Tabelle  a 
Tropinversuche  mit  Serum  Hoechst. 


Immuni- 

Immuoi- 

Se.-Verd. 

sieruiigs 
St  9 

"^TT 

St  H. 

St  Dr. 

Atyp.St 

st  Mm 

0,02 

schwach  + 

+  bis+  + 

+ 

0 

0 

0 

0,01 

± 

schwach  + 

+ 

0 

0 

0 

0,005 

± 

± 

i 

0 

0 

0 

0.002 

fastO 

0 

± 

0 

0 

0 

0,001 

.    0 

0 

± 

0 

0 

0 

O/KK» 

«    0 

0 

0 

0 

0 

0 

0,0002 

.    0 

0 

0 

0 

0 

0 

0,0001 

•    0 

0 

0 

0 

0 

0 

Kontr.0,2NmC!L 

n     0 

0 

0 

0 

0 

0 

Tabelle  9. 
Tropiuyersuche  mit  Serum  Dresden. 


Immuoi- 

Se..V«id. 

siemogs 
St  Dr. 

StH. 

st  9 

8t  N. 

Atyp.St 

8t  Hin 

0,02 

0 

+  +  + 

+  + 

0 

0 

0 

0,01 

0 

-|-+bi8+++ 

+  + 

0 

0 

0 

0,005 

0 

+  + 

+bis++ 

0 

0 

0 

0,002 

0 

+ 

+  bi8  +  + 

0 

0 

0 

0,001    • 

0 

i 

+ 

0 

0 

Ü 

0,0005 

0 

0 

± 

0 

0 

0 

0,0002 

0 

0 

fastO 

0 

0 

0 

0,0001 

0 

0 

«    0 

0 

0 

0 

Kontr.0,2NaGL 

0 

0 

.    0 

0 

0 

0 

Tabelle  10. 
TropinTersuche  mit  Serum  Merck. 


Se.-Verd. 

StH. 

St  9 

StN. 

st  Dr. 

Atyp.8t 

st  Man 

0,02 

+  +  + 

+  -fbis  +  +  + 

0 

+ 

0 

0 

0,01 

+  +  + 

+  + 

0 

i 

0 

0 

0,005 

+  + 

+  4- 

0 

0 

0 

0 

0,002 

+  + 

+  + 

0 

0 

0 

0 

0,001 

+  bis+  + 

+  bis4-  + 

0 

0 

0 

0 

0,0005 

schwach  + 

+  bis+  + 

0 

0 

0 

0 

0,0002 

0 

+ 

0 

0 

8 

0 

0,0001 

0 

T 

0 

0 

0 

Kontr.0,2NaGl. 

0 

i 

0 

0 

0 

0 

1)  Bezüglich  der  Technik  vergL  Bobhnckb,  Zur  Methodik  dtf 
bakteriotropen  Reagenzglasversuchs.  CentralbL  f.  Bakt.,  L  Abt,  Orig., 
Bd.  67,  1913. 
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Bindentige  Resultate  ergaben  also  nur  die  mit  Stamm  H.  ange- 
stellten Versuche.    Dieser  hochvirulente  Stamm  wird  von  allen  drei 
SeriSy  allerdings  in  sehr  verschiedener  Weise  beeinflußt.    Dem  nied- 
rigen bakteriotropen  Titer  des  Serums  Höchst  mit  1:100,   steht  ein 
Titer  von  1:600  beim  Serum  Dresden  nnd  1:1000  (evtl.  sogar  noch 
1 :  2000)  beim  Serum  Merck  gegenüber.    Die  Resultate  mit  dem  aviru- 
lenten Stamm  9,  die  auf  den  ersten  Blick  noch  besser  erscheinen,  sind 
wegen  Spontanphagozytose  auch  in  der  Eontrolle  nicht  ganz  verwert- 
bar.    Der  andere  schwach  virulente  homologe  Stamm  N.  wird  vom 
Serum  Höchst  auch  nur  knapp  bis  1 :  100  phagozytiert.    Bemerkenswert 
erscheint  das  völlige  Versagen  des  Serums  Dresden  gegenüber  dem 
homologen  Stamm  Dr.    Insgesamt  ergeben  die  Resultate  genau  das 
Gegenteil  der  Angaben  von  Wadsworth.    Nach  diesem  Autor  sollen 
nämlich  nur  avirulente  Stämme  in  vitro  der  spezifischen  Phagozytose 
unterliegen,  dagegen  virulente  Pneumokokken  auch  in  Gegenwart  von 
Immunserum  niemals  phagozytiert  werden.    Nach  dem  Parallelismus 
unserer  hier  geschilderten  Resultate  mit  den  Ergebnissen  der  sp&ter 
folgenden  Schutzversuche  möchten  wir  aber  an  der  Richtigkeit  der 
Behauptungen  Wadsworths  Zweifel  hegen. 

Der  Besitz  der  vorher  erw&hntea  mehrere  Jahre  alten  Pneumo- 
kokkensera,  ermöglichte  uns  die  Prüfung  der  Haltbarkeit  de% 
bakteriotropen  Substanzen  im Pneumokokkenserum (Tabelle  11). 
Wie  dem  einen  von  uns  (Boehncee)  bereits  aus  Tropinversuchen  mit 
verschiedenen  Meningokokkenseris  bekannt  war,  scheinen  dieBakterio- 
tropine  relativ  stabile  Antikörper  zu  sein,  weit  haltbarer  jedenfalls  als 
die  Agglutinine,  vielleicht  nicht  so  haltbar  allerdings  wie  die  Antitoxine. 
(Marx  ^),  Otto  *),  Boehncke  nach  neueren  hier  veröffentlichen  Unter- 
Tabelle  11. 
TropinTereache  mit  mehrj&hrigen  Beris: 

a)  IVockeDserom  (5*jiUirig)  1 

b)  fififleigeB  Serum  Eontrollnummer  1  (47.-j£hrig)>  mit  Stamm  H. 

c)  fluflsigee  Serum  Kontrollnummer  3  (4-janrig)    J 


Öe.-Verd. 

a 

b 

c 

0,02 

+  + 

+  +biB+  +  +«) 

+  +  . 

0,01 

+  biB-f  + 

++ 

+  bia+4- 

0,006 

H-  bifl+  + 

+ 

8chwach-f 

0002 

Bchwach  + 

schwach  + 

fastO 

0,001 

fMtO 

fast  0 

0 

0,0005 

fast  0 

0 

0 

0fiOO2 

0 

0 

0 

0,0001 

0 

0 

0 

Kontr.  0,2  NaCl 

0 

0 

0 

1)  Festschrift  z.  60.  Geburtstag  von  E.  Eooh,  1903. 

2)  Arch.  f.  Schiffa-  u.  Tropen-Hyg.,  Bd.  X,  1906. 
8)  Viel  degenerierte  Kokkenformen. 
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sachnngen  über  die  Haltbarkeit  des  Antitoxins  im  Diphtherie  und 
Tetanusserum;  (s.  dieses  Heft  S,  5— 12). 

Wenn  das  5-j&hrige  standardmäßig  konservierte  Trockensemm 
noch  einen  Titer  bis  1:5000  zeigte,  so  war  das  —  ziemlich  im  Ein- 
klang stehend  mit  den  Ergebnissen  der  Ägglntinations-Seaktion  — 
weniger  erstaunlich  als  das  gleiche  bezw.  fast  gleiche  Resultat  ancb 
bei  den  beiden  anderen  4V2-  bezw.  4-jährigen  flüssigen,  einfach 
bei  Zimmertemperatur  gehaltenen  Pneumokokkenseris,  deren  Agglo- 
tinationstiter  nur  noch  1 :  10  bezw.  gleich  0  war. 

Sobald  aber  die  Aufbewahrung  eines  Serums  unter  direkt 
schädigenden  Bedingungen  geschieht,  zeigt  sich  eine  relativ 
rasche  Abnahme  des  bakteriotropen  Titers  (Tabelle  12)  und  zwar  ziem- 
lich gleichsinnig  bei  Wärme-  oder  Lichteinwirkung  um  das  10— 20  fache 
gegenüber  dem  normalen  Titer. 

Tabelle  12. 
Tropinversnche  bei  Serum  Dresden: 

a)  nach  IVf -monatiger  Aafbewahmng  im  diffosen  Tageslicht  l      -^  ftt«mm  H 

b)  nach  3  „  „bei  37"  f         ö»nuii     . 


8e.-Verd. 

Besnltat  a 

Besoltat  b 

0,02 

0,01 

0,006 
.     0,002 

0,001 
Kontr.  NaCl     . 

schwach  + 
fast  0 
0 
0 
0 
0 

+ 
schwach  + 

T    ■ 
0 
0 
0 

Von  den  in  vitro  nachzuweisenden  spezifischen  Substanzen  des 
Pneumokokkenserums  blieb  noch  das  Verhalten  der  komplement- 
bindenden AntiStoffe  zu  prüfen.  Es  sdhien  dies  auch  von 
praktischer  Bedeutung,  seitdem  von  Eolle  und  v.  Wassermann  der 
Nachweis  derselben  zur  Wertbemessung  des  Meniqgokokkensenims 
herangezogen  ist  und  von  Boehncke  in  neueren  an  anderer  Stelle^) 
niedergelegten  Untersuchungen  für  diese  in  der  Regel  ein  Parallel- 
gehen mit  den  bakteriotropen  Stoffen  im  Meningokokkensemm  erwiesen 
werden  konnte.  Im  Pneumokokkenserum  scheint  ihr  Nachweis  erheb- 
lichen Schwierigkeiten  zu  begegnen.  Jedeiifalls  ließ  sich  in  den  unter- 
suchten Seris  niemals,  wie  hier  gleich  vorweggenommen  sein  mag,  ein 
Parallelismus  mit  den  Bakteriotropinen  oder  anderen  in  vitro  reagie- 
renden Antikörpern  erkennen,  im  Gegenteil,  ihr  Verhalten  war  ein 
völlig  paradoxes. 

Die  Sera  wurden  vor  Gebrauch  Vt  Stunde  bei  56*  inaktiviert  und 
in  fallenden  Verdünnungen  mit  spärlichen,  vorher  austitrierten  Antigen- 
mengen  und  mittleren  Ambozeptordosen  (doppelt  bis  3faeh  lösende 
Menge)  angesetzt.    Zunächst  gelangte  als  Antigen  ein  Sehüttelextrakt 

1)  S.  dieses  Heft  S.  17  ff. 
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(mit  Aqua  destillata)  aus  Stamm  H.  zur  Anwendung.    Es  ergab   da- 
bei komplette,  bezw.  fast  komplette  spezifische  Hemmung: 
Serum  Merck  bis  zur  Verdünnung  1:10 
„      Dresden       „  „  1:2 

„      Höchst  nur  in  der  Verdünnung  1:1000. 
5-jähr.  Serum  Merck  (trocken)  bis  zur  Verdünnung  1:200 
In  weiteren  Versuchen  gelangte  ein  multipartialer  Schüttelextrakt 
aus  den  oben  genannten  5  Pneumokokkenstämmen  zur  Verwendung. 
Damit  zeigte  das  gleiche  Resultat: 

Serum  Merck  bis  zur  Verdünnung  1:5 
,,      Dresden       „  „  1:6 

„  nach  3  Mon.  bei  37®  bis  zur  Verdünnung  1:3 
„      Höchst  bis  zur  Verdünnung    1 :  2000   (spezifisch    erst  von 
1 :  200  ab). 
Bemerkt  sei  noch,  daß  die  vergleichenden  Versuche  an  demselben 
Tage  mit  demselben  hämolytischen  System  und  gleichen  Extraktdosen  ange- 
stellt wurden.   Mit  anderen  (Streptokokken-,  Staphylokokken-,  Meningo- 
kokken-) Extrakten,  zeigte  sich  bei  keinem  Serum  Eomplementbindung. 
Es  wäre  danach  der  Gehalt  an  komplementfixierenden  Stoffen  in 
unseren  Pneumokokkenseris   diametral  entgegengesetzt    den   anderen 
in  vitro  nachgewiesenen  Antikörpern  und  besonders,  wie  sich  unten 
zeigen  wird,  auch  umgekehrt  proportional  der  Schutzwirkung  der  Sera 
in    vivo.    Bemerkt  sei   noch,   daß   Isabolinsky  i)   mit   verschiedenen 
Pneumokokkenantigenen  und  Pneumokokkenseris  ein  positives  Resultat 
überhaupt  nicht  zu  erzielen    vermochte.    Saski^)  dagegen  hatte  bei 
10  verschiedenen  Stämmen   8mal  positives   und  zweimal  negatives  Er- 
gebnis.   Genauere  Untersuchungen  zur  Klärung  dieser  merkwürdigen 
Erscheinungen  müßten  noch  angestellt  werden. 

Mangels  eines  wirksamen  „Pneumokokkentoxins",  dessen  Her- 
stellung uns  bisher  weder  durch  Ausschütteln  auszentrifugierter  Kokken 
in  Aqu.  destill.,  noch  Auflösen  der  Kulturen  in  Kochsalzlösungen  von 
Natrium  taurocholicum  gelang,  konnte  eine  Prüfung  unserer  Sera  auf 
etwaige  besondere  antitoxischeQualitäten  nicht  stattfinden.  Wir 
mußten  uns  vielmehr  darauf  beschränken,  die  allgemeine  Schutz- 
wirkung der  Sera  im  Tierversuch  zu  prüfen. 

Zunächst  wurden  sämtliche  Pneumokokkensera  gleichzeitig  in 
fallenden  Mengen  gegenüber  der  lOOfach  tödlichen  Dosis  des  für  alle 
Sera  heterologen  Stammes  H.  geprüft. 

Wie  aus  Tabelle  13  ersichtlich,  versagte  diesem  Pneumococcus 
gegenüber  das  Serum  Höchst  und  Dresden  fast  vollständig :  Es  kamen 
davon   nur  die  mit  0,1  Serum  gespritzten  Mäuse,   alle  anderen  über- 


1)  Wratschebnaja  Gazeta,  1909,  No.  28. 

2)  1.  c. 
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Tabelle  13. 

Prüfung  im  Schutzversuch  gegenüber  dem  heterologen  Stamm  fi. 

Serum  subkutan,  Kultur  intraperitoneaL    24  Stunden  spater. 


i^^enjüi- 

Kultur 

Se 

.  Hi^ht 

^t 

Se.  Dresden 

Se. 

MArr^lt 

AeJtere  PaeuiBokotkejii^o 

veraunoung 

Standafd-Se 

C,  Nr  LI   Otl, 

je  1,0  ccm 

je  0,5  ccDP 

h 

2, 

3, 

4. 

ri. 

1. 

2. 

r^- 

4 

5, 

1.2.]  3, 

4. 

5. 

1. 

2. 

3. 

4 

5, 

1, 

2. 

3. 

4. 

5. 

1.2.3;t| 

10     =0,1 
100  =0,01 
250  =ö,00t 
.100  =0,002 
lOCfO =0,001 
yOOO =0,0005 

/laüoo 
^1 

0 
0 
0 

? 

kr 
kr 

kr 

0 

+ 

+ 

+ 

V 

0 

0 

0 

0 
0 
0 
0 
V 

V 

0 
0 
? 
? 
+ 

0 

ü 

0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 

0 
0 
0 
0 
'i 
? 

0 
0 
0 
0 
0 
4^ 

0 
0 
0 
0 
0 

0 
0 

0 
0 
0 

0 
0| 
0 
0 
0 
0 

0 
0 
0 

+ 

0| 

0 
0 
0 
0 

0 

0 
0 
0 
0 

0 

0 
0 
0 
0 

0 

00 
0  0 
0  0 
00 
00 
0  0 

0 
0 
0 

0 
0 

'/ 

0 
0 

0 

0 
0 

+ 

0 
0 

0 
Vi 

0 

n 
«1 

lebten  die  Kontrolltiere  längstens  um  1—2  Tage.  Weit  stärkere 
Schutzwirkong  zeigten  alle  MERCKSchen  Sera.  Das  frische  Serum  schützte 
noch  in  der  Verdünnung  1:100;  das  5V,-jährige,  ursprünglich  als 
15— 20faches  bezeichnete,  Standardserum  schützte  noch  in  der  Ver- 
dünnung von  1 :  500.  Die  beiden  4V2-,  bezw.  4-jährigen  flüssigen,  ohne 
besondere  Sicherheitsmaßnahmen  aufbewahrten  MERCKschen  Sera  (Kon- 
troUnummer  1  und  3)  zeigten  Schutzwirkung  noch  in  der  Verdünnunjr 
von  1:1000  bezw.  1:250.  Trotz  dieser  relativ  guten  Wirkung  läßt 
sich  bei  den  letzten  drei  Seris  doch  eine  erhebliche  Abnahme  ihrer 
Schutzkraft  gegen  die  früher  vorhandene  konstatieren.  Denn  ursprüng- 
lich hatte  das  Standardserum  im  Schutzversuch  bei  gleicher  Versuchs- 
anordnung sich  noch  in  der  Verdünnung  von  1 :  1500  bis  1 :  2000,  Serum 
No.  1  sogar  bis  1:4000  und  Serum  No.  3  bis  1:2000  wirksam  er- 
wiesen. Dabei  ist  aber  zu  beachten,  daß  die  Titerangaben  sich  be- 
ziehen auf  frühere  Prüfungen  gegen  einen  homologen  Stamm,  wovon 
uns  jetzt  leider  keiner  zur  Verfügung  stand.  Es  erscheint  nicht  ausge- 
schlossen, daß  entsprechend  dem  relativ  hohen  bakteriotropen  Titer 
dieser  Sera  gegenüber  einem  homologen  Stamm  auch  die  Schutzkraft 
im  Tierversuch  gegenüber  einem  solchen  eine  noch  bessere  gewesen 
wäre,  wie  z.  B.  auch  das  frische  von  der  Fabrik  als  20fach  bezeichnete 
Serum  gegenüber  dem  heterologen  Stamm  H.  sich  nur  als  lOfach 
erwies. 

Es  war  nun  von  Interesse  zu  prüfen,  ob  die  Sera  Höchst  und 
Dresden  gegenüber  ihren  homologen  Stämmen  bessere  Resultate  er- 
gaben. Für  das  erstere  Serum  standen  hierfür  die  uns  aus  der  Fabrik 
freundlichst  überlassenen  Stämme  9  und  N.  zur  Verfügung.  Der  Stamm 
9  erwies  sich  uns  jedoch  als  avirulent  im  Mäuseversuch  (noch  1  ccm 
einer  Verdünnung  24-stündiger  Bouillonkultur  auf  1:10  vermochte 
weiße  Mäuse  in  5  Tagen  nicht  zu  töten).  Gegenüber  dem  mäßig  viru- 
lenten homologen  Stamm  N  (mit  0,5  ccm   Viooo  24-stündiger  Bouillon- 
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kultar  bei  i.  p.  Injektionen  +2)  zeigte  das  Serum  Höchst  Schutz- 
wirkung bis  zur  Dosis  von  0,004  (Verdünnung  1 :  250)  also  um  das  25- 
bezw.  250{ach  stILrkere  als  gegenüber  den  heterologen  Stammen  H 
und  Dr.  (s.  oben  und  Tabelle  13a).  Auch  Serum  Dresden  erwies  sich 
gegenüber  seinem  homologen  (virulenten)  Stamm  Dr.  wesentlich  wirk- 
samer als  gegen  den  heterologen  Pneumokokkus  H.  (vergl.  oben  und 
Tabelle  13a).  Interessant  war,  daß  die  Schutzkraft  des  MERCKschen 
Serums  gegenüber  dem  heterologen  Stamm  Dr.  nicht  so  ausgesprochen 
war,  wie  bei  dem  ebenfalls  heterologen  Stamm  H.,  obwohl  dieser  noch 
höhere  Virulenz  hatte  als  der  Stamm  Dr. 

Tabelle  13a. 

Prüfung  im  Schutzversuch  gegen  Stamm  Dresden,  24-Btündig. 

Serum  subkutan,  Kultur  intraperitoneal,  24  Std.  spater. 


>e.-Verd. 

Kultur 

Mao« 

Serum  Höchstt 

Serum  DreedeD 

Serum  Merck 

1 

2 

3 

4 

5 

1 

2 

s 

4     5 

1 

2 

3 

[ 

5 

>   =0,1 

0,5  ccm 

K.  gelb 

? 

+ 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

«  =0,01 

I*         yf 

N.     „ 

? 

+ 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

.^  =0,004 

1f              t9 

K.      „ 

kr. 

+ 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

,.=0,002 

y*        )) 

öt     „ 

+ 

+ 

0 

V 

? 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

«K,=0,001 

>»         » 

r.  Seite  gelb 

kr. 

+ 

0 

+ 

0 

0 

+ 

»00  =-0,0005 

ti          n 

^        n          » 

ag- 

+ 

0 

+ 

0 

0 

+ 

— 

>»          » 

Bauch     „ 

+ 

iVt 

— 

»>          »» 

M                 ff 

+  : 

IV. 

Man  kann  somit  annehmen,  daß  weniger  die  Virulenz  des  (typischen) 
Prüfungsstammes  als  vielmehr  das  Passen  des  Rezeptorenapparates  den 
Effekt  des  Pneumokokkensemms  beeinflußt  und  daß  schon  daraus  die 
Zweckmäßigkeit  der  Verwendung  möglichst  vieler 
Stämme  mit  verschiedenem  Rezeptorenapparat  zur 
Immunisierung  erhellt. 


Tabelle  14. 
chwellenwertbestimmung   sämtlicher  Sera  gegen  Stamm  H.     24-ständig. 
Serum  in  gleicher  Dosis  subkutan,  Kultur  in  fallenden  Dosen  nach  24  Std.  i.  p. 


BTUm 

:10 

Kultur 

Maus 

8e.  H5ehBt 

Be.  Dresden 

Se.  Merek 

8e.  Merck 
Nr.  1 

Se,  Mer^k 
Nr.  :^ 

Merck 

Stand.-Se. 

ocm 

0,5  ccm 

Nr. 

1. 

2^ 

3. 

4.|d. 

h 

2. 

3.4, 

5, 

1, 

2^ 

aj4. 

b. 

1. 

2. 

3. 

4,|5. 

L 

[2, 

3. 

4. 

5. 

L 

2. 

3. 

45. 

0.1 

n 

1:10 

laoo 

1:125 
1 :  2m 
IiäOO 
ItSCKlO 
hSOOO 
1 :  ICKXX)  ' 
1 1  lOOfOO 
1 :  MRXXIO 

1 
2 

3 
4 

5 
6 
7 
1     8 
9 
10 

+ 
V 
0 
0 
0 
0 

+ 

0 

n 

4- 
Ü 
? 

? 

+ 
+ 

+ 
Ü 
0 
0 
0 

0 
0 
n 
0 
fi 

+ 
u 
0 
D 
ü 

0 
0 

u 

0 

0 

fl 

0 

0 
0 

n 

Ü 
D 

0 

0 

0 
0 
0 
0 

0 
0 
0 

Ü 
0 
0 

ii 

0 
0 

u 
n 
0 

+ 

n 
ö 

0 
11 

0 

n 
0 
n 
ü 

0 
ü 
0 
0 

0 

0 

ü 
0 
11 

0 

1! 

0 

n 

0 

0 

0 

n 
0 

0 
0 

V 

0 

0 
0 

0 
0 
0 
0 
Ci 
0 

+ 
{) 
0 
0 
0 
0 

0 
0 
i> 
0 
0 

0 
(i 

0 
0 

0 
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Von  ausschlaggebender  Bedeutung  ist  nach  Neufeld  undHASNDEL 
für  die  Wertbemessung  eines  Pneumokokkenserums  aber  erst  der 
Ausfall  der  Prüfung  starker  Serumdosen  gegen  massive  EolturdoseiL 
die  von  den  Autoren  sog.  „Schwellenwert^bestimmung  des  Serums. 
Dazu  wurden  Reihen  weißer  Mäuse  mit  gleichen  Serumdosen  (0,1= Iccm 
Vio)  subkutan  vorbehandelt  und  24  Stunden  später  die  Kultur,  be- 
ginnend mit  der  überaus  starken  Infektionsdosis  von  0,5  ccm  der  Ver- 
dünnung 1 :  10  von  24-stündiger  Bouillonkultur  intraperitoneal  infiziert 
Die  dabei  erzielten  in  Tabelle  14  verzeichneten  Resultate  stellen  ein 
getreues  Spiegelbild  der  vorher  geschilderten  Ergebnisse  bei  den 
Schutzversuchen  gegen  konstante  mindere  Infektionsdosen  dar. 

Auch  bei  der  Schwellenwertbestimmung  zeigt  gegenüber  dem  far 
alle  Sera  heterologen  Pneumococcus  H.  das  MERCKsche  Serum  den 
stärksten  Effekt  Während  das  Serum  Höchst  ganz  versagt,  hat  das 
Dresdener  Serum  noch  zu  schützen  vermocht  gegen  die  Kulturver- 
dünnung  1:125.  Von  den  mehijahrigen  MEROKschen  Pneumokokken- 
seris  zeigt  auch  hier  wieder  die  EontroUnummer  3  die  schwächste 
Schutzwirkung.  Es  genügt  hinzuzufügen,  daß  der  Schwellenwert  des 
Serums  Höchst  gegen  den  homologen  Stamm  N.  wieder  betrachtlich 
erhöht  -—  bis  zur  Kulturverdünnung  1:100  —  war.  Der  Schwellen- 
wert der  drei  Sera,  Höchst,  Merck  und  Dresden,  gegenüber  Stamm 
Dr.  ergibt  sich  aus  nachstehender  Tabelle,  wo  wieder  die  Ter- 
besserung  des  Resultates  bei  Injektionen  des  homologen  Serums  er- 
kennbar ist 

Tabelle  15. 
SchwelleDwertbeBtimmungder  Sera  gegenüber  Stamm  Dr. 24-8tÜDdig. 
Serum  subkutan ;  Kultur  in  fallenden  Mengen  24  8td.  später  i.  p. 
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Nach  den  bisher  besprochenen  Ergebnissen  war  man  vielleicht  be- 
rechtigt, dem  Pneumokokkenserum  Merck  eine  gewisse  Polyv alenz 
zuzusprechen.  Wirklich  polyvalent  war  aber  auch  dieses  Serum  nicht. 
Das  zeigte  sein  (wie  der  anderen  untersuchten  Pneumokokkensera) 
vollständiges  Versagen  bei  Schutzversuchen  gegenüber  dem  differential- 
diagnostisch   als  echten  Pneumococcus   anzusprechenden,    oben  unter 
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No.  4  aalgefCLhrten  und  wegen  seiner  Resistenz  aller  Seris  gegenüber 
als  atypisch  bezeichneten  Stamm.  Daß  dem  Serum  Merck  andererseits 
doch  polyvalente  Qualitäten,  wenn  auch  nur  in  beschränktem  Maße  zu- 
kamen, darauf  konnte  man  aus  seiner  teilweisen  Wirksamkeit  gegen- 
über den  vorher  unter  No.  5  gekennzeichneten  Pneumococcus  Marx 
schließen.  In  der  gewöhnlichen  Versuchsanordnung  (10-  bis  lOOfache 
Dosis  letalis  und  fallende  Serummengen)  zeigten  sich  alle  drei  Sera 
ohne  eine  Spur  von  Wirkung.  Wurden  aber  konzentrierte  Serum- 
mengen (0,2—0,1—0,02)  gegenüber  der  nur  ca.  2fach  tödlichen  Infek- 
tionsdosis verwendet,  so  zeigte  das  Serum  Merck  sich  regelmäßig 
wirksam,  während  die  beiden  anderen  Sera  Höchst  und  Dresden  auch 
unter  diesen  Umständen  jede  Wirkung  vermissen  ließen.  Bei  Ver- 
wendung aller  drei  Sera  £Js  Mischserum  zu  gleichen  Teilen,  sank  so- 
fort der  Wirkungseffekt  auf  0,2  Gesamtserum,  ein  Zeichen,  daß  nur 
der  Anteil  des  Merck-Serums  von  0,066  ccm  im  Gemisch  eine  Wirkung 
ausübte. 

Resümierend  läßt  sich  sagen,  daß  im  Ganzen  ein  gewisser 
Parallelismus  zwischen  dem  Gehalt  an  in  vitro  nach- 
zuweisenden AntiStoffen  eines  Pneumokokkenserums 
und  dem  Grad  seiner  Schutzwirkung  in  vivo  unverkenn- 
bar ist.  Deutlicher  wird  dieser  ParaUelismus  nur  bei  den  in 
vivo  wohl  sicher  in  Wirkung  tretenden  Antikörpern:  den  Bakterio- 
tropinen.  Ein  umgekehrtes  Verhalten  zeigten  die  komplementbinden- 
den Stoffe. 

Eine  ausgesprochene  Polyvalenz  zeigte  keines  der 
untersuchten  Sera  weder  in  vitro  noch  in  vivo.  Eine  gewisse, 
freilich  nur  beschränkte  Polyvalenz  in  der  Wirksamkeit  dürfte  auf 
Grund  der  Ergebnisse  im  Regenzglas-  und  im  Schutzversuch  dem 
von  uns  untersuchten  Pneumokokkenserum  Merck  nicht  abzusprechen 
sein. 

lieber  den  Gehalt  an  komplementbinden  den  A  ntist  offen 
im  Pneumokokkenserum,  deren  Verhalten  in  unseren  Versuchen  ein 
ganz  paradoxes  war,  können  erst  eingehendere  Untersuchungen  Klar- 
heit schaffen. 

Was  die  Haltbarkeit  des  Pneumokokkenserums  be- 
trifft, so  zeigten  sich  bei  einer  Aufbewahrung  unter  gewöhnlichen 
Verhältnissen  in  flüssigen, 4— 4 Vj  Jahre  alten  Seris  die  Agglutinine 
als  sehr  labile,  die  Bakteriotropine  dagegen  als  relativ 
stabile  Substanzen.  Im  Schutzversuch  zeigten  diese  Sera  noch 
ca.  V4  bis  Vg  ihrer  ursprünglich  angegebenen  Wirksamkeit.  Hieraus 
dürfte  sich  auch  ohne  weiteres  ergeben,  daß  aus  dem  Gehalt  an  Agglu- 
tininen  (und  komplementbindenden  Stoffen?)  keinerlei  Schlüsse  auf  die 
Wirksamkeit  eines  Pneumokokkenserums  in  vivo  gestattet  sind,  wohl 
ber  aus  dem  in  vitro  nachgewiesen  en  Gehaltan  Bakteriotropinen, 
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denen  somit  ein  beträchtlicher  Anteil  an  der  spezifischen 
Wirkung  des  Serums  im  Tierversuch  zuzuschreiben  sein 
dürfte.  Genaueren  Aufschluß  über  den  Anteil  der  bakteriotropen 
Substanzen  und  eventueller  antitozischer,  sowie  bakterizider  Sulh 
stanzen  des  Pneumokokkenserums  an  den  Heilungsvorgängen  bei  der 
PneumokokkeninfeJdion  sollen  uns  weitere  Versuche  ergeben,  mit 
denen  wir  bereits  seit  längerer  Zeit  beschäftigt  sind. 


Froininannsche  Bucfadnickerei  (Hermaxiii  Pohle)  in  Jena. 


Die  Hämotoxine 
der  Oasbrandbakterien 

Von 

Dr.  H.  Schloßberger 


Arb.  a.  d.  Kgl.  Inst.  f.  exp.  Ther.  u.  d.  George  Speyer-Hausc  zu  Frankfurt  a.  M.  VI. 


ARBEITEN 

AUS  DEM 

KÖNIGLICHEN  INSTITUT  FÜR 
EXPERIMENTELLE  THERAPIE 

UND  DEM  GEORG  SPEYER-HAUSE 
ZU  FRANKFURT  A.  M. 

BEGRÜNDET  VON  PAUL  EHELICH 
HERAUSOEOEBEN  VON 

DR.  W.  KOLLE, 

DIREKTOR  DES  KOL.  INST.  FÜR  EXP.  THERAPIE  UND  DES  OEORO  SPEYER-HAUSES, 
O.  HONORARPROFESSOR  AN  DER  UNIVERSITÄT  FRANKFURT  A.  M. 


Heft  6. 

W.  Kelle,  Einleitung. 

H.  Sachs  und  H.  Schloßberger,  Untersuchungen  über  die  thermo- 
stabilen Rezeptoren  der  x-Stämme,  mit  Beitragen  zur  Kenntnis  der 
Weil-Felixschen  Reaktion.    (Serodiagnostik  des  Fleckfiebers,  III.) 

H.  Sachs  und  W.  Georgi,  Die  Ausflockung  des  Liquor  cerebrospinalis 
durch  cholesterinierte  Extrakte. 

H.  Schloßberger,  Die  Hämotoxine  der  Gasbrandbakterien. 


JENA 

VERLAG  VON  GUSTAV  FISCHER 
1919 


Uebersetzungsrecht  vorbehalten. 


JJie  Fortsetzung  der  von  Paul  Ehrlich  begründeten  „Arbeiten 
aus  dem  Institut  für  experimentelle  Therapie^  ist  nicht  nur  ein  Gebot 
der  Pietät  gegen  Ehrlich.  Denn  Ehrlich  erkannte  sehr  bald,  nach- 
dem er  die  Leitung  des  auf  Veranlassung  des  Ministerialdirektors 
Dr.  Althoff  und  des  damaligen  vortragenden  Rates,  jetzigen  Kultus- 
ministers Dr.  Schmidt  nicht  in  letzter  Linie  für  seine  Forschungen 
errichteten  und  auf  Betreiben  des  damaligen  Oberbürgermeisters  der 
Stadt  Frankfurt,  Dr.  Adicees,  nach  hier  verlegten  Instituts  über- 
nommen hatte,  daß  es  wünschenswert  sei,  alle  aus  dem  Institut  ver- 
öffentlichten Arbeiten  womöglich  in  besonderen,  nur  diesem  Zwecke 
gewidmeten  Heften  vereinigt  zu  sehen. 

Mit  der  Entwicklung  der  experimentellen  Therapie  und  der  Chemo- 
therapie, für  deren  Ausbau  auf  Rat  von  Herrn  Prof.  Dr.  L.  Darm- 
stadter  seitens  der  Frau  Franziska  Speyer  das  „Georg  Speyer-Haus'^ 
gegründet  war,  ist  die  Fortführung  der  Veröffentlichungen  der  ge- 
meinsam aus  beiden  Instituten  erscheinenden  experimentell  -  thera- 
peutischen und  experimentell-chemotherapeutischen  Arbeiten  und  die 
Niederlegung  in  Heften,  deren  Herausgabe  seitens  der  Leitung  der 
beiden  Institute  erfolgt  war,  notwendiger,  und  wichtiger  geworden. 
Die  Zeitschriften  sind  meist  überfüllt;  die  Aufnahme  größerer  Ab- 
handlungen mit  viel  Protokollen  und  komplizierten  Abbildungen  etc. 
vird  vielfach  verweigert. 

Aus  allen  diesen  Gründen  habe  ich  mich  zur  Fortsetzung  und 
Erweiterung  der  von  Paul  Ehrlich  begründeten  Hefte  entschlossen, 
die  zwanglos  erscheinen  und  in  denen  alle  wichtigen  in  den  Instituten 
erzielten  Forschungsergebnisse  enthalten  sein  werden. 

Frankfurt  a.  M.,  den  26.  Oktober  1918. 

W.  Kolle. 


Untersuchungen  über  die  thermo- 
stabilen Rezeptoren  der  x- Stämme, 
mit  Beiträgen  zur  Kenntnis  der  Weil- 
Felixschen  Reaktion 

(Serodiagnostik  des  Fleckfiebers  11 1) 

Von 

Prof.  H.  Sachs  und  Dr.  H.  Schloßberger 


Aus  dem  Kgl.  Institut  fflr  experimentelle  Therapie  in  Frankfurt  a.  M. 
(Direktor:  Geh.  Medizinalrat  Prof.  Dr.  W.  Kollb). 


»Seitdem  Weil  und  Felix  unter  Verwendung  der  von  ihnen  auf- 
gefundenen proteusartigen  x-Stämme  zu   der  bedeutungsvollen   Sero- 
diagnostik des  Fleckfiebers  durch  die  Agglutinabilität  der  x-Bacillen 
gegenüber  dem  Serum  von  Fleckfieberkranken  gelangt  sind,  hat  das 
fortschreitende  Studium  des  agglutinatorischen  Verhaltens  der  Proteus- 
gruppe  zur  Kenntnis  außerordentlicher  Unterschiede  des  Rezeptoren- 
apparates der  einzelnen  Proteusstämme  geführt.    Bei  aller  Mannigfaltig- 
keit der  Versuchsergebnisse  ist  aber  die  hervorragende  serodiagnostische 
Bedeutung  der  von  Weil  und  Felix  entdeckten  Agglntinationsreaktion 
für  Fleckfieber  allgemein  anerkannt  worden.    Unter  den  verschiedenen 
Gruppen  von  Proteusarten,  welche  seither  voneinander  geschieden  wurden, 
nehmen  zweifellos  die  Fleckfieber-Proteus-,  die  sogenannten  x-Stämme 
eine  besondere  Stellung  ein,  da  sie  in  durchaus  elektiver  Weise  durch 
das  Serum  Fleckfieberkranker  beeinflußt  werden.  Während  aber  zunächst 
wohl  angenommen  wurde,  daß  die  verschiedenen  Vertreter  dieser  x- Gruppe 
(xj-,  X,-,  Xi9-  usw.  Bacillen)  in  ihrem  Rezeptorenapparat  im  wesentlichen 
übereinstimmen  und  sich  nur  durch  einen  verschiedenen  Grad  der  Agglu- 
tinabilität unterscheiden,  hat  die  weitere  Forschung  gezeigt,  daß  man  auch 
innerhalb  der  x-Gruppe  sehr  wesentliche  Unterschiede  auffinden  kann. 
Schon  Weil  und  Felix  *)  haben  darauf  hingewiesen,  daß  im  Ver- 
halten der  Fleckfieberagglutinine  gegenüber  Xj-  und  Xig-Bacillen  Ver- 
schiedenheiten bestehen.    Braun   und   Salomon^)  konnten  dann   mit 
Hilfe  der  Sera  von  Kaninchen,   die  mit  lebenden  x-Stämmen  vorbe- 
handelt waren   („Infektionssera"),  Unterschiede  im  Verhalten   der  Xg- 
und  Xi9-Gruppe  feststellen,  die  nicht  mehr  auf  Differenzen  der  Agglu- 
tinabilität, sondern  auf  Verschiedenheiten  des  Rezeptorenapparates  zu 
beziehen  waren.    Die  Mannigfaltigkeit  der  Zusammensetzung  des  Re- 
zeptorenapparates der  einzelnen  Gruppen  zeigt  auch  die  Tatsache,  daß 

1)  E.  Weil   und  A.  Felix,  Wien.  klin.  Wochenschr.,    1917,   Nr.  13. 

2)  H.   Braun   und   R.   Salomon,    Centralbl.   f.   Bakt.,    I.  Abt.,   Orig., 
Bd.  81,  1918,  S,  20;   vgl.  auch  Deutsche  med.  Wochenschr.,  1918,  Nr.  3. 
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Brauk  und  Salomok  durch  Verwendung  von  Antisera,  die  durch  Im- 
munisierang  mit  gewissen  Nichtfleckfieber-Proteasstämmen  erzeugt  waren, 
wiederum  eine  andere  Gruppierung  der  Fleckfieber-Proteusstämme  er- 
hielten, als  durch  die  mit  x,-  oder  Xi9-Bacillen  hergestellten  Antisera. 

Unabhängig  von  Braun  und  Salomok  war  der  eine  Yon  uns  in 
früheren  Arbeiten  nicht  nur  zu  einer  quantitativen,  sondern  zu  einer 
absoluten  Differenzierung  der  x,-  und  Xig-Bacillen  gelangt^).  Zunädist 
hatte  sich  gezeigt,  daß  Xi9-Bacillen,  die  in  Uebereistimmung  mit  den 
Angaben  der  Autoren  beim  Erhitzen  auf  55  ^  ihre  Agglutinabilität  durch 
Fleckfieberserum  verlieren,  dieselbe  durch  Erhitzen  auf  höhere  Tempe- 
raturen (60—80®)  wiedererlangen,  was  in  Uebereinstimmung  mit  den  Er- 
gebnissen von  Csi^PAi ')  und  Schiff  ^)  steht  Da  nun  aber  das  Bindungs- 
vermögen der  auf  steigende  Temperaturen  erhitzten  Bacillen  fflr  die 
Antikörper  eines  Immunserums  fortschreitend  abnimmt,  während  die 
Agglutinabilität  auch  der  auf  80®  erhitzten  Bacillen  quantitativ  mit  der- 
jenigen der  lebenden  Bacillen  übereinstimmt,  mußte  trotz  der  gleich- 
bleibenden Agglutinabilität  ein  Rezeptorenverlust  beim  Erhitzen  an- 
genommen werden.  Diese  Folgerung  führte  zu  der  Auffassung,  da& 
die  x-Bacillen  über  thermolabile  und  thermostabileRe- 
zeptoren  verfügen.  Eine  Bestätigung  brachte  die  Prüfung  von 
verschiedenen  Vertretern  der  x-Gruppe,  einerseits  im  lebenden,  anderer- 
seits im  erhitzten  Zustand.  Es  ergab  sich  die  interessante  Tatsache, 
daß  auf  80^  erhitzte  Aufschwemmungen  von  x^-  und 
Xg-Bacillen  einerseits  und  Xi9-Bacillen  andererseits 
sich  agglutinatorisch  durch  Kaninchenantisera  scharf 
differenzieren  lassen,  während  die  gleichen  Immunsera  auf  die 
lebenden  Bacillenaufschwemmungen  mehr  oder  wenig  stark  übergreifen. 

Durch  die  Differenzierung  spezifischer  (thermostabiler)  und  ver- 
hältnismäßig unspezifischer  (thermolabiler)  Rezeptoren  in  den  Ausgangs- 
kulturen war  ein  Ergebnis  erzielt,  zu  dem  Weil  und  Felix  ^)  auf 
andere  Art  gelangt  sind.  Die  genannten  Autoren  haben  bekanntlich 
in  ihren  bedeutsamen  Untersuchungen  festgestellt,  daß  sich  die  x-Ba- 
cillen (und  auch  gewöhnliche  Proteusstämme)  in  zwei  Formen  trennen 
lassen,  die  sogenannte  0-Form  und  die  sogenannte  H-Form.  Die 
erstere  wächst  in  einzelnen  Kolonien  ohne  Hauchbildung,  während  die 
letztere  das  kulturell-  charakteristische  fortschreitende  bauchförmige 
Wachstum  aufweist.  Die  0-Formen  sind  nun  serologisch  ebenso  spezi- 
fisch, wie  die  erhitzten  Bacillenaufschwemmungen  der  Ausgangskultur. 


1)  H.  Sachs,  Deutsche  med.  Wochenschr.,  1917,  Nr.  31,  und  1918,  Nr.  17. 

2)  K.  CsfiPAi,  Münch.   med.  Wochenschr.,    1917,   Nr.  26,   und   Wien. 
klin.  Wochenschr.,  1917,  Nr.  38. 

3)  F.  ScHiFP,  Deutsche  med.  Wochenschr.,  1917,  Nr.  41. 

4)  E.  Weil   und  A.  Felix,   Wien.  klin.  Wochenschr.,   1917,   Nr.  48, 
und  1918,  Nr.  28. 
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Sie  besitzen  also  augenscheinlich  nur  den  thermostabilen  Rezeptor.  Die 
H-Formen  dagegen  verhalten  sich  ebenso  wie  die  lebenden  x-Bacillen; 
ihnen  wären  demnach  neben  den  spezifischen  thermostabilen  Rezeptoren 
auch  unspezifische  thermolabile  Rezeptoren  zuzuschreiben.  Interessant 
ist  die  neuere  Feststellung  H.  Brauns^),  daß  diese  labilen  Rezeptoren 
auch  bei  Züchtung  der  x-Stämme  auf  Karbolsäureagar  schwinden  und 
die  Kulturen  dabei  die  Eigenschaften  der  von  Weil  und  Felix  be- 
schriebenen 0-Formen  annehmen. 

Wenn  somit  wahrscheinlich  ist,  daß  zwischen  der  Spezifitätssteige- 
rung  durch  Isolieren  der  0-Form  nach  Weil  und  Felix  und  durch 
Erhitzen  nach  Sachs  ein  enger  Zusammenhang  besteht,  so  ist  durch 
den  Vorgang  der  Verwendung  erhitzter  Bacillenauf- 
schwemmungen  ein  sehr  einfaches,  neues  methodologi- 
sches Prinzip  für  die  Zwecke  der  Serodiagnostik  und  der 
Bakteriendifferenzierung  gegeben,  das,  worauf  schon  Sachs 
hingewiesen  hat,  möglicherweise  auch  bei  anderen  Bakteriengruppen  zur 
Analyse  serologischer  Fragen  erfolgreich  herangezogen  werden  kann  ^. 


Gerade  von  diesem  Gesichtspunkte  aus  bezwecken  die  Versuche  ^, 
über  die  im  folgenden  berichtet  werden  soll,  zunächst  eine  weitere  Er- 
härtung der  Feststellung  des  Unterschieds  zwischen  lebenden  und  er- 
hitzten Bacillenaufschwemmungen  und  eine  Bestätigung  dadurch,  daß 
nicht  nur  lebende  und  erhitzte  Bacillenaufschwemmungen  zur  ver- 
gleichenden Prüfung  des  agglutinatorischen  Verhaltens  benutzt  wurden, 
sondern  daß  auch  Immunsera  vom  Kaninchen  durch  Vorbehandlung 
mit  lebenden  und  auf  verschiedene  Grade  erhitzten  Bacillenaufschwem- 
mungen hergestellt  wurden.  Wenn  nämlich  die  Annahme  richtig  ist, 
daß  ein  Uebergreifen  des  Xig-Immunserums  auf  erhitzte  Xg-Bacillen  des- 
wegen nicht  stattfindet,  weil  durch  das  Erhitzen  die  gemeinsamen  Re- 
zeptorquoten ihrer  Funktion  beraubt  werden,   so  mußte  es  auch  um- 

1)  H.  Braun,  Berl.  klin.  Wochenschr.,  1918,  Nr.  27. 

2)  Anmerkung  während  der  Korrektur:  Daß  diese  Vermutung 
berechtigt  war,  zeigen  die  inzwischen  erschienenen  interessanten  Unter- 
suchungen von  Wbil  und  Felix  (Wien.  klin.  Wochenschr.,  1918,  Nr.  36) 
„lieber  die  Doppelnatur  der  Rezeptoren  beim  Paratyphus  /9".  Die  genannten 
Autoren  haben  nämlich  auch  bei  dem  dem  Paratyphus  B  ähnlichen  Para- 
typhus ß  (Typus  Voldagsbn)  zwei  Rezeptorenarten,  und  zwar  stabile  und 
labile  Rezeptoren,  differenzieren  können,  die  sich  analog  verhalten  wie  die 
stabilen  (0)  und  die  labilen  (H)  Rezeptoren  der  x-Stämme.  Neben  der  Ver- 
schiedenheit des  Agglutinats  äußerten  sich  auch  hier  die  Bedingungen 
derart,  daß  durch  Erhitzen  der  Bacillenaufschwemmungen  ein  Ueber- 
greifen der  Agglutinationswirkung,  so  der  Paratyphus  B-Immunsera  auf 
die  ^-Stämme,  beseitigt  wurde. 

3)  Die  Versuche  wurden  unter  Mitwirkung  von  Fräulein  Elsb  Kbüoeb 
und  Fräulein  Hblbne  Rosbnstbin  ausgeführt. 
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gekehrt  möglich  sein,  durch  Immanisierung  mit  erhitzten  Bacillenanf- 
schwemmangen  solche  Antisera  zu  gewinnen,  die  auf  die  heterologen 
x-Typen  auch  im  lebenden  Zustande  nicht  mehr  übergriffen.  Allerdings 
durfte  man  sich  dabei,  zumal  in  Anbetracht  der  außerordentlichen  Varia- 
bilität im  agglutinatorischen  Verhalten  der  Fleckfieber-Proteusstimme, 
klar  sein,  daß  ein  dem  theoretischen  Postulat  absolut  entsprechendes 
Verhalten  wohl  nicht  immer  praktisch  zu  erreichen  sein  wfirde.  Einer- 
seits kann  man  nämlich  berücksichtigen,  daß  beim  Vorhandensein  zweier 
Rezeptorfraktionen,  einer  thermostabilen  artspezifischen  und  einer 
thermolabilen  gruppenspezifischen,  auch  in  den  erhitzten  Badllensns- 
Pensionen  ein  Rest  der  letzteren  erhalten  bleibt,  der  bei  dem  weniger 
empfindlichen  Reagenzglasversuch  zwar  nicht  mehr  wesentlich  in  Er- 
scheinung tritt,  aber  bei  dem  empfindlicheren  Immunisierungsverfahren, 
zumal  in  geeigneten  Tierindividuen,  noch  zur  Antikörperbildung  Anlaß 
gibt.  Andererseits  kann  aber  auch  die  Differenzierung  der  thermosta- 
bilen artspezifischen  Rezeptoren  in  der  Xi-,  x,-  und  in  der  Xi9-6nippe 
eine  ausgesprochene,  aber  doch  nur  eine  quantitative  sein,  so  daB  eine 
geringgradige  Rezeptorengemeinschaft  nur  in  solchen  Kaninchenorga- 
nismen, die  für  die  immunisierende  Kraft  eines  geringen  Rezeptorrestes 
besonders  empfindlich  sind,  in  Erscheinung  tritt. 

Unsere  Versuche  scheinen  in  der  Tat  darzutun,  daß  man  auf  der- 
artige Schwankungen  des  Rezeptorenapparates  bzw.  der  Individualität 
der  Versuchstiere  rechnen  muß.  Wir  haben  zunächst  5  weitere  Immun- 
sera von  Kaninchen  geprüft,  die  mit  lebenden  x-Stämmen  vor- 
behandelt waren.    Die  Vorbehandlung  erfolgte 

bei  Kaninchen  A  mit  dem  Stamm  x^ -lebend, 
„  „  B  und  C  mit  Xj-lebend, 

„  „  D  und  E  mit  Xig-lebend. 

Die  Anstitrierungen  dieser  und  der  im  folgenden  zu  erwähnenden 
Sera  erfolgten  sämtlich  gegenüber  Aufschwemmungen  von  x^-,  x,-  und 
x^g-Bacillen.  Wir  begnügen  uns  aber,  im  folgenden  die  Ergebnisse  der 
Agglutination  von  Xg-  und  x^g-Bacillen  anzuführen.  Es  hat  sich  nämlich 
übereinstimmend  in  Bestätigung  der  früheren  Angaben  von  Sachs  gezeigt, 
daß  zwischen  der  Agglutination  von  x^-  und  x^-Bacillen,  sowohl  im 
lebenden  als  auch  im  abgetöteten  Zustande  durch  die  verschiedenartigen 
Immunsera  ein  prinzipieller  unterschied  nicht  besteht. 

In  der  folgenden  Tabelle  führen  wir  zunächst  die  Ergebnisse  der 
Agglutinationsversuche  mit  den  5  durch  Immunisierung  mit  lebenden 
x-Bacillen  gewonnenen  Immunsera  an. 

Zur  Methodik  der  Agglutinationsversuche  sei  erwähnt,  dafi  stets  ab- 
steigende Mengen  bzw.  Verdünnungen  der  Immunsera  (Volumen  1  ccm)  mit 
je  einem  Tropfen  einer  Aufschwemmung  von  24>8tündigen  Kulturen  (anf 
1  Schrftgagarröhrchen  1  ccm  physiologische  Kochsalzlösung)  digeriert  wardea. 

Die  Ergebnisse  in  Tabelle  1  sind  nach  2-8tündigem  Aufenthalt  (a) 
im  Brutschrank  und  nach  weiterem  20-8tündigen  Stehen  bei  Zimmer- 
temperatur {ß)  notiert. 
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Wie  die  Tabelle  zeigt,  greifen  die  durch  lebende  x-Ba- 
cillen  erzeugten  agglutinierenden  Immunsera  mehroder 
weniger  auf  die  heterologen  x-Stämme  im  lebenden  Zu- 
stand über.  Nur  das  Serum  G  bildet  eine  Ausnahme,  ist  aber  auch 
auf  die  homologen  lebenden  x-Bacillen  von  so  schwacher  Wirkung,  daB 
das  Fehlen  eines  Uebergreifens  nicht  überraschen  kann.  Aber  anch 
bei  den  meisten  anderen  Immunseris  zeigt  sich  bereits 
im  lebenden  Zustande  eine  quantitative  Differenzierung 
der  X2-  und  Xig-Bacillen,  wie  auch  Braun  und  Salohok  an- 
geben, darin,  daß  bei  der  heterologen  Bacillenart  der  Endtiter  langsamer 
erreicht  wird,  oder  wie  bei  Serum  E  auch  dauernd  hinter  dem  End- 
titer bei  der  homologen  Bacillenart  zurückbleibt.  Im  allgemeinen  ergibt 
sich  aber  jedenfalls  ein  mehr  oder  weniger  starkes  üebergreifen  auf 
die  heterologen  x-Bacillen  im  lebenden  Zustande^).  Dagegen  tritt 
bei  Verwendung  von  erhitzten  Bacillen  durch  die  Hehr- 
zahl der  verwendeten  Immunsera  eine  absolute  Dif- 
ferenzierung des  X2-  und  x^g-Typus  ein.  Nur  das  Immon- 
serum  D,  das  übrigens  auch  in  seiner  Wirkung  auf  lebende  Bacillen 
jeden  Unterschiede  vermissen  läßt,  bildet  eine  Ausnahme.  Es  greift 
auch,  obwohl  mit  Xi^-Bacillen  erzeugt,  auf  die  erhitzten  Xg-Bacillen  fiber. 
Augenscheinlich  lag  in  diesem  Fall  eine  besondere  Individualität  des 
immunisierten  Kaninchens  vor,  indem  es  eben  auf  einen  äußert  geringen 
Rezeptorgehalt,  der  sich  sonst  bei  der  Immunisierung  dem  Nachweis 
entzieht,  zu  reagieren  veroioehte. 

Wir  haben  weiterhin  Kaninchen  mit  x^-,  x^-  und  x^s-Bacillen  vor- 
behandelt, die  zuvor  auf  60^  erhitzt  waren,  und  lassen  die  Aggla- 
tinationswerte  der  derart  erhaltenen  Immunsera  gegenüber  lebenden 
und  auf  80^  erhitzten  Xg-  und  Xi9-Bacillen  in  Tabelle  2  folgen. 

Tabelle  2. 

'  Agglutinationstiter  der  mit  60®- Bacillen  erzeugten  KaniDchen- 

„     „        ,  immunsera 

Baallenaui-  — 

Bchwemmungen  |  x, -Immunsera 


x,-Immun8era 
C  D  E 


X,o- 


Immunsera 


G 


H 


s,  —  lebend    |l:51200 
X,  —  80"  1:25600 

Xi9  —  lebend  .1:12800 


-80" 


1:25 
0 


1:12800 

4- 
1:12800 

-f 
1:6400 

+  - 
1:25 

0 


1:12800 

1:6400 

+ 

1:6400 

-  + 

1:25 

0 


1:1280011:128001:12800  1:6400    1:16(X' 

+  +  +      I      +  +, 

1:1280011:3200,    1:25    ;    1:25      l:2o 

-h      I      -f      :      0      ,       0  0 

1:1600 '1:3200  1:128001:12800  l:WXi 

+      i      +  +      !      +  + 

1:25      1:800     1:6400  11:128001:1280' 

0    '    +    :    +        -f       + 


1)  Es  mag  wohl  auf  die  leichte  Variabilität  des  ftezeptorenapparates 
zurückzuführen  sein,  daß  wir  bei  manchen  Immunseris  an  verschieden«! 
Tagen  mit  verschiedenen  Bacillensuspensionen  merkliche  Unterschiede  in 
dem  Grade  des  Uebergreifens  beobachten  konnten. 
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Wie  die  Tabelle  zeigt,  wirken  die  durch  Immunisierung 
nit  60^-Bacillen  erzeugten  Immunsera  zum  überwiegen- 
ien  Teil  auf  lebende  Bacillen  noch  unspezifisch.  Die 
lurch  Immunisieren  mit  x^-Bacillen  erzeugten  Immunsera  greifen  meist 
iuf  lebende  Xi9-Bacillen  Ober  und  umgekehrt.  Jedoch  weisen  eine 
fieihe  dieser  Immunsera  bereits  deutliche  quantitative  Unterschiede 
n  ihrer  Wirkung  auf  lebende  homologe  und  heterologe  Bacillen  auf. 
Bei  Prüfung  der  Agglutinationstiter  gegenüber  erhitzten  Bacillenauf- 
schwemmungen  macht  sich  fast  durchweg  nach  der  Immunisierung  mit 
Luf  60^  erhitzten  Bacillen  eine  absolute  Spezifität  geltend.  Die  Sera 
können  in  der  Tat  zur  Differenzierung  der  erhitzten  Xg-Bacillen  von 
Ki9-6acillen  benutzt  werden.  Nur  das  x^-Immunserum  E  macht  hierin 
eine  Ausnahme. 

Zeigen  die  durch  Immunisierung  mit  auf  60®  erhitzten  Bacillen 
Doch  ein  mehr  oder  weniger  starkes  Uebergreifen  auf  den  heterologen 
x-Bacillentypus  im  lebenden  Zustand,  so  ist  uns  auch  bei  der  Immuni- 
sierung mit  x-Bacillen,  die  zuvor  auf  80  ®  erhitzt  waren,  die  theoretisch 
zu  erwartende  absolute  Spezifität  der  Immunsera  gegenüber  lebenden 
Bacillen  nicht  immer  einwandfrei  nachzuweisen  geglückt.  Wir  verfügen 
allerdings  nur  über  3  Immunsera,  die  durch  Immunisierung  mit  auf 
80^  erhitzten  Xi-,  Xg-  und  Xi9-Bacillen  erzeugt  waren  und  immerhin  im 
Sinne  des  zu  fordernden  Postulates  wirkten.  Wir  lassen  die  Ergebnisse 
der  Agglutinationsversuche  in  Tabelle  3  folgen. 

Tabelle  3. 


AgglutinatioDBtiter  der  mit  80°- Bacillen  erzeugten  Kaninchen- 
immuneera 


Badllenanf- 
schwemmungen 


Xj-Immunserum      '      Xj-Immunserum  Xj^-Immmunserum 


nach  2>'      nach  24** 


nach  2' 

nach  24»' 

1:6400 

1:6400 

+ 

+ 

1:6400 

1:1J800 

+ 

+ 

1:100 

1:100 

0 

0 

1:100 

1:100 

0 

0 

nach  2^ 


nach  24^ 


X,  —  lebend 
X,-  80« 
Xj9  -—  lebend 
X,,  -  SO«» 


1:6400 

+ 
1:12  800 

+ 
1:100 

0 
1:100 

0 


1:6400 

+ 
1:12800 

+ 
1:100 

0 
1:100 

0 


1:100 

+ 

1:100 

0 

1:12800 

+ 
1:6400 


1:1600 

+ 
1:100 

0 
1:12800 

+ 
1:6400 


Wie  die  Tabelle  zeigt,  wirken  die  durch  Xf  und  Xj-Bacillen 
erzeugten  Immunsera  bereits  auf  die  lebenden  Bacillen- 
suspensionen  absolut  spezifisch.  Das  durch  Immunisierung 
niit  Xig-Bacillen  erzeugte  Immunserum  greift  allerdings  auf  lebende 
J2-Bacillen  über ;  es  macht  sich  aber  auch  hier,  besonders  bei  frühzeitiger 
Ablesung  der  Agglutination,  das  spezifische  Verhalten  deutlich  geltend. 
Gegenüber  Bacillen,  die  auf  80®  erhitzt  waren,  wirkten,  wie  die  Tabelle 
zeigt,  alle  3  Immunsera  absolut  spezifisch. 
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Wenn  wir  die  bisherigen  Ergebnisse  zusammenfassen,  so  scheinen 
sie  ans  dafür  za  sprechen,  daß  man  in  der  Tat,  der  Erwartang 
gemäß,  durch  Immunisierung  mit  erhitzten  x-Bacillen 
spezifischere  Immunsera  erhält,  als  durch  Immunisie- 
rung mit  lebenden  Bacillen.    Wenn  auch  unsere  Versuche  nar 
ein  verhältnismäßig  kleines  Material  umfassen,  so  deuten  sie  doch  dar- 
auf hin,  daß  zwischen  dem  Erhitzen  auf  60^  und  dem  Erhitzen  auf  80^ 
ein  wesentlicher  Unterschied  vorhanden  ist  Während  nämlich  in  der  Wir- 
kung der  durch  Immunisierung  mit  60  ^-Bacillen  gewonnenen  Antisera 
auf  lebende  Bacillen  nur  quantitative  Unterschiede  bestanden,  ein  mehr 
oder  weniger  starkes  Uebergreifen  auf  den  lebenden  heterologen  Typ 
aber  niemals  vermißt  wurde,  zeigte  sich  bei  2  Antisera  der  80  ^-Bacillen 
eine  absolute  Spezifität,  und  bei  dem  3.  Antiserum  (Xi9-Immunsernm)  war 
das  Uebergreifen,  zumal  bei  frühzeitiger  Beobachtung,  nur  sehr  ge- 
ringfügig.   Dieses,  wenn  auch  geringe,  Uebergreifen  spricht  allerdings 
dafür,  daß  auch  nach  dem  Erhitzen  auf  80^  in  den  Bacillenaufschwem- 
mungen  noch  geringfügige  Mengen  von  gemeinsamen  Antigenresten  zu- 
rückbleiben, die  sich  wohl  bei  der  Agglutination  in  vitro  im  allgemeinen 
dem  Nachweis  entziehen,  aber  beim  Immunisierungsprozeß,  zumal  bei 
besonderer  Reaktionsfähigkeit  des  Tierindividuums,  noch  zu  einer  ge- 
wissen Wirkung  gelangen  können^)  ^).  Das  hindert  aber  nicht  die  Schluß- 
folgerung, die  sich  aus  unseren  Versuchen  ergibt,  daß  es  nämlich 
durch  Immunisierung  mit  erhitzten  x-Bacillen   möglich 
ist,  solche  Immunsera  zu  erzeugen,  die  für  die  einzelnen 
Typen  (xg    und  X19)  der  x-Bacillen   spezifisch   sind  und 

1)  So  besteht  auch  schon  nach  dem  Erhitzen  der  Bacillen  auf  60^  oft 
eine  Differenzierbarkeit  von  Xg  und  x^q  im  Agglutinationsversuch,  während 
bei  der  Immunisierung  mit  60  ^-Bacillen  meist  ein  Uebergreifen  der  derart 
erhaltenen  Immunsera  von  uns  beobachtet  werden  konnte. 

2)  Anmerkung  während  der  Korrektur:  Nach  den  inzwischen 
erschienenen  Untersuchungen  von  Felix  und  Mitzbnmachbr  (Wien.  klin. 
Wochenschr.,  1918,  Nr.  86)  sind  die  Aussichten,  spezifische  Antisera  (reine 
0-Immunsera)  zu  erhalten,  günstiger,  wenn  das  Immunisierungsmateri&l 
auf  100  0  erhitzt  wird.  Felix  und  Mitzbnmachbr  haben  bei  der  Immuni- 
sierung mit  80  ^-Bacillen  in  bezug  auf  die  Spezifität  der  gewonnenen  Anti- 
sera weniger  günstige  Ergebnisse  erhalten  als  wir.  Auch  in  Bindongs- 
versuchen  ergab  sich  ihnen,  daß  die  auf  80^  erhitzte  H-Form  bezüglich 
ihres  Rezeptorenapparates  nicht  absolut  mit  der  reinen  0-Form  identifiziert 
werden  kann,  während  sie  im  Agglutinationsversuch  die  Angaben  von  Sachs 
über  die  scharfe  Differenzierbarkeit  der  auf  80^  erhitzten  BaciUenaof- 
schwemmungen  vollkommen  bestätigen  konnten.  Uebereinstimmend  ergibt 
sich  jedenfalls  aus  den  Versuchen  von  Felix  und  Mitzenmachbr  und  ans 
den  unserigen,  daß  entsprechend  der  größeren  Empfindlichkeit  der  Methode 
beim  Immunisierungsverfahron  noch  Bezeptorenreste  in  den  auf  80^  er- 
hitzten Bacillenaufschwemmungen  nachgewiesen  werden  können,  während 
sie  bei  dem  weniger  empfindlichen  Agglutinationsversuch  in  vitro  dem  Nach- 
weise bereits  entgehen  und  daher  praktisch  nicht  mehr  in  Frage  kommen. 
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daher  zu  einer  Differenzierung  im  lebenden  Zustande 
ebenso  benutzt  werden  können,  wie  die  0-Immunsera 
von  Weil  und  Felix.  Vielleicht  ist  die  Gewinnung  absolut 
spezifischer  Xi9-Immunsera  etwas  schwieriger,  als  diejenige  spezifischer 
Xg-Immunsera,  worauf  unsere  Erfahrungen  und  auch  eine  Tabelle  von 
Weil  und  Felix  (immerhin  geringfügiges  üebergreifen  des  Oxig-Im- 
munserums  auf  X2)  hindeuten.  Durch  die  Verwendung  erhitzter  Ba- 
cillen als  agglutinable  Substanz  ist  aber,  wie  wir  gesehen  haben,  bei 
fast  allen  Immunseris  die  Möglichkeit  gegeben,  zwischen  dem  Xg-  und 
dem  Xi9-Typus  scharf  zu  unterscheiden ,  und  die  Gesamtheit 
unserer  Versuche  spricht  daher  jedenfalls  dafür,  daß  in 
Uebereinstimmung  mit  den  Angaben  von  Weil  und  Felix, 
sowie  Braun  und  Salomon  der  Xs-Bacillus  und  der  x^g- 
Bacillus  sich  serologisch  scharf  unterscheiden  lassen. 

IL 

Es  schien  uns  von  Interesse,  die  von  uns  erhobenen  Befunde  auch 
durch  Analyse  mittels  der  Komplementbindungsmethode,  die 
zuerst  von  Kolle  und  Sghlossberoer  ^)  zum  Nachweis  der  x-Bacillen- 
Antikörper  im  Fleckfieberserum  mit  Erfolg  benutzt  und  von  Fried- 
beroer  ^)  auch  zur  Untersuchung  eines  Kaninchenimmunserums  heran- 
gezogen wurde,  zu  stützen  und  zu  erweitern.  Es  war  dabei  zu  er- 
warten, daß  manche  Erscheinungsformen  prägnanter  zum  Ausdruck 
kommen  konnten.  Einerseits  tritt  ja  die  Agglutination  der  homologen, 
auf  80^  erhitzten  x- Bacillen  langsamer  ein,  als  diejenige  der  lebenden. 
Dann  aber  sahen  wir  auch  die  Agglutination  der  heterologen  lebenden 
Bacillen  meist  langsamer  in  Erscheinung  treten.  Es  liegt  nun  im  Wesen 
der  Komplementbindungsmethode,  daß  dem  zeitlichen  Fortschreiten 
der  Antigen-Antikörperreaktion  durch  den  Zusatz  des  hämolytischen 
Systems  bestimmte  Grenzen  gesetzt  werden,  so  daß  Differenzen,  die 
bei  der  Agglutinationsprobe  nur  zeitlicher  Natur  sind,  hier  zu  einem 
prinzipiellen  Ausdruck  gelangen  können.  Andererseits  können  aber,  wie 
bekannt,  auch  geringe  Grade  von  Rezeptorengemeinschaften  unter  Um- 
ständen bei  der  Komplementbindung  leichter  nachgewiesen  werden,  als 
bei  der  Agglutination.  Unsere  Versuche  mit  der  Komplementbindangs- 
methode  verdienen  deswegen,  obwohl  sie  im  wesentlichen  die  Ergebnisse 
mit  der  Agglutination  bestätigen,  eine  besondere  Erwähnung. 

Wir  lassen  zunächst  ein  Versuchsbeispiel  folgen,  das  ein  mit 
lebenden  Xig-Bacillen  erzeugtes  Kaninchenimmunserum  betrifft 

Methodisch  sei  erwähnt,  daß  zu  den  Komplementbindungsversuchen 
Aufschwemmungen  von  lebenden  und  auf  80  ^  erhitzten  x^-  und  x^g-Bacillen 

1)  W.  Eollb  und  H.  Schlossbbrgbr,  Med.  Klinik,  1917,  Nr.  10. 

2)  E.  Fribdbbrger,   Deutsche  med.  Wochenschr.,    1917,   Nr.  42 — 44. 
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verwandt  worden,  und  zwar  in  solchen  Mengen,  von  denen,  wie  die  Kon- 
trollen zeigten,  auch  das  doppelte  Multiplum  jeder  antikomplement&ren 
Wirkung  entbehrte. 

Absteigende  Mengen  eines  durch  Immunisierung  mit  lebenden  z^,- 
Bacillen  gewonnenen  Kaninchenimmunserums  wurden  mit  je  0,2  com  15- 
fach  verdünnter  Aufschwemmung  von 

a)  lebenden  2^9 -Bacillen, 

b)  800-Xi9-Bacillen, 

c)  lebenden  x^-Bacillen, 

d)  SOO-Xj-Bacillen, 

e)  physiologischer  Kochsalzlösung  (Kontrolle) 

unter  Zusatz  von  je  0,2  com  4-fach  verdünnten  Meerschweinchensemms 
(Oesamtvolumen  0,9  com)  1  Stunde  bei  87^  digeriert.  Sodann  erfolgte 
Zusatz  von  1  ccm  Hammelblntaufschwemmung  und  Ambozeptorverdünnong 
(Oesamtvolumen  1,9  ccm). 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  4,  die  in  der  untersten  Reihe  die  gleidi- 
zeitig  erhaltenen  Agglutinationstiter  enthalt. 

Tabelle  4. 


!  Hämolyse  von  Hammelblut  durch  Ambozeptor  und  MeerBchwdDchen* 


Mengen  dea 
x„(reben«i)- 

voroeiuiDatniig  mit  aosceii 
Immunserum  und  £ 

renaen  ineDsen 
Acilien 

L    Xj.iieDOKI)- 

Immnnserums 

a) 

b) 

c) 

d) 

e) 

ccm 

Xjg  —  lebend 

X,  -  80« 

X,  -  lebend 

X,  -80« 

0 
(KontrallA) 

Vs      •  0.6 

0 

0 

0 

0 

Spur 

0,2 

0 

0 

0 

0 

99 

0,1 

0 

0 

0 

mafiig 

mSfiig 

Vm     -0.5 

0 

0 

0 

stark 

komplett 

0,25 

0 

0 

Spur 

fast  komplett 

M 

'/«•  -s-s 

0 

0 

komplett 

komplett 

»t 

0,25 

0 

0 

99 

» 

M 

Vm.   -0,5 

0 

0 

» 

91 

»» 

0,25 

0 

Spürchen 

11 

tt 

'I^-Ofi 

0 

wenig 

9 

>f 

91 

0,25 

0 

mäßig 

1 

» 

>» 

•/„«.•  0,5 

Spur 

fast  komplett 

» 

99 

II 

0,25 

komplett 

komplett 

M 

>» 

n 

AgglutioatioDB- 

titer: 

1:800  4- 

1:800  + 

1:80 

0  H- 

1:100  0 

— 

Aus  der  Tabelle  ergibt  sich  ein,  wenn  auch  geringer,  so  doch 
merklicher  Unterschied  zwischen  dem  Verhalten  der  lebenden  und  aof 
80^  erhitzten  homologen  x^g-Bacillen.  Dagegen  ist  der  Unter- 
schied zwischen  der  Komplementbindung  bei  lebenden 
X19-  und  lebenden  Xg-Bacillen  außerordentlich  deutlich,  so 
zwar,  daß  man  hier  von  einer  hinreichenden  quantitativen  Differenzierung 
der  lebenden  Xg-  und  Xi9-Bacillen  sprechen  kann,  während  bei  der  Aggluti- 
nation in  der  Endwirkung  ein  Unterschied  nicht  besteht.  Von  einer 
Beeinflussung  der  auf  80^  erhitzten  Xj-Bacillen  durch  die  Komplement* 
bindnng  kann  man  kaum  mehr  sprechen;  denn  die  geringgradige  Ver- 
stärkung der  antikomplementären  Wirkung,  die  das  Immunserum  durch 
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den  Zusatz  der  erhitzten  Xj-Bacillen  erfährt,  dürfte  als  Ausdruck  eines 
unspezifischen  Zusammenwirkens  im  Sinne  der  WASSERMANNschen  Re- 
aktion zu  deuten  sein.  Ergibt  sich  also  auch  bei  der  Komplement- 
bindung eine  scharfe  Differenzierung  zwischen  erhitzten  x^g-  und  Xj-Ba- 
eitlen,  so  ist  andererseits  von  Interesse,  daß  der  Unterschied  zwischen 
erhitzten  x-igBacillen  und  lebenden  Xj-Bacillen  ein  erheblich  größerer 
ist,  als  zwischen  lebenden  und  erhitzten  Xs-Bacillen.  Bemerkenswert 
ist  auch  die  verhältnismäßig  außerordentlich  starke  Wirkung,  die  das 
Immunserum  gegenüber  den  homologen  X19- Bacillen  trotz  geringer 
Agglutination  entfaltet.  Es  entspricht  das  der  Erfahrung,  daß  unter 
Umständen  schwach  agglutinierende  oder  präzipitierende  Sera  bei  der 
Komplementbindung  sehr  stark  wirken  können.  Es  wäre  aber  verfehlt, 
hieraus  eine  allgemeine  Schlußfolgerung  ziehen  zu  wollen.  Bei  anderen 
Immunseris  sind  wir  zuweilen  gerade  dem  entgegengesetzten  Verhalten 
begegnet,  daß  nämlich  bei  der  Komplementbindung  niedrigere  Titer- 
werte erreicht  wurden,  als  bei  der  Agglutination.  So  zeigt  z.  B.  das 
folgende  Versuchsprotokoll  in  dieser  Hinsicht  andere  Verhältnisse. 

Es  handelt  sich  um  ein  durch  Immunisierung  mit  lebenden  Xj-Bacillen 
erzeugtes  Immnnserum.  Die  Versuchsanordnung  entspricht  im  übrigen 
derjenigen  in  Tabelle  4. 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  5. 

Tabelle  5. 


Mengen  des 


Hämolyse  von  Hammelblut  durch  Ambozeptx)r  und  Meerschweinchen- 

semm   nach  Vorbehandlung  mit  absteigenden  Mengen   x,  (lebend)- 

Immunserum  und  mciUen 


Immunserums 

a) 

b) 

c) 

d) 

e) 

com 

x,3  -  lebend 

X,.  -  80« 

X,  —  lebend 

x,  -80« 

0 
(Kontrolle) 

Vs     -0,5 

0 

wenig 

0 

0 

komplett 

0,2 

0 

mäßig 

0 

0 

M 

0,1 

0 

fast  komplett 

0 

0 

ff 

V«.    -0,5 

0 

komplett 

0 

0 

ff 

0,25 

0 

yt 

•  0 

0 

ff 

Vtc  •  0,5 

Spur 

n 

0 

0 

>f 

0,25 

mäßig 

» 

0 

Spur 

ff 

Vsoo  •  0.5 

fast  komplett 

ii 

Spur 

mäßig 

ff 

0,25 

komplett 

tf 

fast  komplett 

komplett 

»» 

V«oo-  0,5 

p 

»5 

komplett 

1           i< 

f» 

AgglutinationB- 

titer: 

1:12800  + 

1:100  0 

1:12800  + 

1 :  3200  + 

— 

Aus  der  Tabelle  ergibt  sich,  daß  die  Titerwerte  bei  der  Kom- 
plementbindung hier  geringer  sind  als  bei  der  Agglutination.  Im 
übrigen  aber  deckt  sich  das  Ergebnis  bei  der  Komple- 
mentbindung mit  demjenigen  bei  der  Agglutination  und 
unterscheidet  sich  nur  darin,  daß  in  der  Wirkung  auf 
lebende  Xg-  und  Xi9-Bacillen  ein  geringer,  aber  ersicht- 
licher quantitativer  Unterschied  zutage  tritt. 

Arb.  a.  d.  Kgl.  Inst.  f.  cxp.  Thcr.  u.  d.  Georg  Speyer-Hausc  zu  Frankfurt  a.  M.  VI.  2 
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Auch  bei  anderen  x-Imraunseris,  die  wir  außer  auf  agglutinierende 
Wirkung  auch  mittelst  der  Komplementbindungsmethode  prüften,  haben 
wir  im  wesentlichen  üebereinstimmung  der  Ergebnisse  bei  beiden  Ver- 
fahren erhalten  ^),  so  daß  an  der  Tatsache  einer  Differenzierbarkeit  von 
thermolabilen  und  thermostabilen  Rezeptoren  der  x-Bacillen  wohl  nicht 
gezweifelt  werden  kann.  Zuweilen  traten  Unterschiede  deutlicher  hervor, 
als  bei  der  Agglutination.  So  ergab  sich  öfter  eine  Differenzierung 
der  lebenden  Bacillen  (vgl.  Tabelle  4),  und  gelegentlich  war  die  Wirkung 
auf  die  homologen  erhitzten  Bacillen  merklich  schwächer  als  auf  die 
lebenden,  wie  es  in  geringem  Grade  auch  die  Tabellen  4  und  ö  zeigen. 
In  den  wesentlichen  Punkten  bestätigen  aber  unsere 
Komplementbindungsversuche  die  Erfahrungen  bei  der 
Agglutination  über  die  Differenzierbarkeit  des  Xj-  und 
Xi9-Typs,  zumal  in  erhitztem  Zustande. 

III. 
Wie  schon  Sachs  (1.  c.)  erwähnt  hat,  äußert  sich  der  Einfluß  des 
Erhitzens  auf  die  0-Form  und  auf  die  H-Form  in  bezug  auf  die 
Agglutinabilität  durch  Fleckfiebersera  in  etwas  verschiedener  Weise. 
Während  die  Unterschiede  zwischen  lebenden  Bacillen  der  H-Forra  und 
der  0-Form  in  Üebereinstimmung  mit  den  Angaben  von  Weil  und 
Felix  fast  durchweg  derart  sind,  daß  die  0-Form,  wenn  auch  lang- 
samer, so  doch  stärker  agglutiniert  wird,  als  die  H-Form,  bestand  nach 
dem  Erhitzen  der  Bacillenaufschwemmungen  in  der  Regel  Üeberein- 
stimmung der  Agglutinationswerte  gegenüber  erhitzter  0-Form  und 
gegenüber  erhitzter  H-Form.  Der  Endtiter  der  H-Form  wird  also  durch 
das  Erhitzen  in  der  Regel  erhöht,  während  die  Agglutinationsendtiter 
bei  der  0-Form  nach  dem  Erhitzen  unverändert  sind  oder  eine  Ab- 
nahme erfahren  haben.  Folgendes  Versuchsbeispiel,  das  die  Agglu- 
tination des  Xi9-Stammes  durch  einige  Fleckfiebersera  betrifft,  soll  diese 
Verhältnisse  veranschaulichen  (siehe  Tabelle  6). 

Zu  absteigenden  Mengen 

a)  Fleckfieberserum  1 

b)  Fleckfieberserum  2 

c)  Fleckfieberserum  3 

d)  Fleckfieberseram  4 

wurden  je  1  Tropfen  Bacillenaufschwemmung  gefügt,  und  zwar 
I.  Xig-O-Form,  lebend, 
II.  Xi9-0-Form,  1  Stunde  auf  80^  erhitzt, 

III.  Xig-H-Form,  lebend, 

IV.  Xig-H-Form,  1  Stunde  auf  80  ^  erhitzt. 

Die    nach    lY^-stündigem    Aufenthalt    im    Brutschrank    (a)    und  am 
nächsten  Tage  (ß)   abgelesene  Agglutination  ist  aus  Tabelle  6  ersichtlich. 

1)  Insbesondere   verhielten   sich   auch   die  Antisera   der  SO^-Bacillen 
bei  der  Agglutination  und  Eomplementbindung  analog. 
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Wie  Tabelle  6  zeigt,  ist  die  Agglutination  der  lebenden  O-Forin 
bei  frühzeitiger  Beobachtung  häufig,  aber  nicht  immer  (siehe  c  und  d) 
geringer  als  diejenige  der  lebenden  H-Form,  während  die  Endtiter  für 
die  lebende  0-Form  durchweg  hoher  sind.  Es  stehen  diese  BefuDde 
in  Uebereinstimmung  mit  den  Angaben  von  Weil  und  Felix  0*  c.)- 
Von  Interesse  dürfte  aber  die  weitere  Feststellung  sein,  daß  durch  das 
Erhitzen  der  Bacillenaufschwemmungen  auf  80^  das  quantitative  Ver- 
hältnis für  die  beiden  Formen  des  Xi9-Bacillus  bei  früher  Beobachtung 
sich  umkehrt.  Die  erhitzten  Aufschwemmungen  der  0- 
Form  werden  nämlich  (vgl.  Teil  II  und  IV  der  Tabelle  6)  rascher 
agglutiniert  als  diejenigen  der  H-Form,  die  Endtiter  aber 
differieren  kaum  noch  wesentlich.  Es  ergibt  sich  also  für  die  H-Form 
fast  stets  eine  Zunahme  des  Endtiters  durch  das  Erhitzen,  für  die  0- 
Form  dagegen  häufig,  wenn  auch  nicht  immer,  eine  Abnahme,  unter- 
schiede in  der  Individualität  der  einzelnen  Fleckfiebersera  spielen  hierbei 
nach  unseren  Erfahrungen  eine  Rolle,  und  auch  bei  Bacillenaufschwem- 
mungen verschiedener  Bereitung  scheinen  quantitative  Abweichungen 
im  agglutinatorischen  Verhalten  der  0-Form  und  der  H-Form  vorzn- 
kommen.  Wenn  wir  daher  auch  gelegentlich  einem  gegen- 
teiligen Verhalten  begegnet  sind,  so  haben  wir  bisher  doch  in  der 
Mehrzahl  der  Fälle  bei  der  erhitzten  0-Form  stärkere  Agglutinations- 
werte gesehen,  als  bei  der  erhitzten  H-Form,  und  ein  Vorteil  der  er- 
hitzten 0-Form  dürfte  im  allgemeinen  schon  darin  gelegen  sein,  daB 
bei  ihrer  Verwendung  die  Agglutination  meist  früher  einzutreten  bzw. 
höhere  Titer  zu  erreichen  scheint  als  bei  der  erhitzten  H-Form. 

Für  die  Herstellung  eines  Fleckfieberdiagnostikums 
dürfte  sich  hieraus  die  Folgerung  ergeben,  daß  der  Auswahl  der 
Kulturen  bzw;  dem  Vorherrschen  oder  der  alleinigen 
Gegenwart  der  0-Form  in  ihnen  eine  besondere  Be- 
deutung zukommt.  Aus  der  Nichtbeachtung  dieser  Tatsache  er- 
klären sich  wohl  manche  widersprechenden  Angaben  der  Literatur 
über  die  Eignung  des  durch  Erhitzen  auf  80  ^  nach  dem  Vorgange  von 
Sachs  (unabhängig  von  CsfiPAi,  der  die  Bacillen  auf  60®  erhitzte)  her- 
gestellten Fleckfieberdiagnostikums  [vgl.  Weil  und  Felix  ^),  Braun 
und  Salomon^),  Werner  und  Leoneanu^),  Deszimirovics  ^)  u.  a.]. 
Das  zeigen  uns  auch  vergleichende  Versuche  mit  einer  von  Sachs  im 
Mai  1917  hergestellten  erhitzten  Xig-Bacillenaufschwemmung  und  einem 
in  ähnlicher  Weise  bereiteten  Fleckfieberdiagnostikum  anderer  Her- 
kunft (vgl.  folgendes  Versuchsbeispiel). 

1)  E.  Weil  und  A.  Felix,    Münch.  med.  Wochenschr.,    1918,  Nr.  1. 

2)  H.  Braun  und  R.  Salomon,  1.  c. 

3)  H.  Werner  und  E.  Lbonbanu,  Münch.  med.  Wochenschr.,  1918, 
Nr.  22. 

4)  K.  DBszmiRovics,  Wien.  klin.  Wochenschr.,  1918,  Nr.  80. 
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Absteigende  Mengen  von  3  FJeckfiebersera  (a— c)  werden 
L  mit  2  Tropfen  des  Fleckfieberdiagnostikums  A^), 
IL  mit  1  Tropfen  der  10  Monate  alten,  im  Institut  bereiteten,  auf  80^ 
erhitzten  z^g-Bacillenaufschwemmung  (Diagnostikum  B)  gemischt. 


Das    nach 
Tabelle  7. 


1    (o)    und    3   {ß)   Stunden    abgelesene    Ergebnis    enthält 


Tabelle  7. 


Serum 

Agglutination  von 

Xj^-Bacillen 
fie 

(Fleckfieberdiagnostika)  durch  Fleck- 
bersera 

(1  com) 
Ver- 

I.  Diagnostikum  A        ,                       II.  Diagnostikum  B 

dünnung 

a 

b       ;       c                   a             1              b 

c 

a 

ß 

a  1    ß    :  a  i     ß 

a 

ß       1        a       1        ß 

a 

ß 

V«, 

? 

+  +  + 

+    +  + 

+ 

4-  + 

+  +  + 

+  +  + 

+++ 

+  +  + 

+  +  + 

+  +  + 

".«. 

0 

+  + 

+     + 

? 

+(+) 

+  + 

+  +  + 

++(+) 

+  +  + 

+  + 

+  +  + 

1/ 

^     + 

? 

? 

0 

? 

+  + 

+  +  + 

+  + 

++(+) 

+  + 

+  +  + 

0 

? 

? 

? 

0 

? 

+  (+) 

+  +(+) 

+(+) 

+  (+) 

+  + 

+  +  + 

/t0OO 

0 

? 

0 

0 

0 

0 

? 

-f(+)           ? 

+ 

+ 

+  + 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

+           0      ■     + 

? 

+  + 

1/ 

/3S00 

0 

0 

0 

0 

0      0 

0 

? 

0            ? 

0 

+ 

'iL 

0 

0    ;  0 

0 

0      0 

ü 

0 

0             ? 

0 

9 

Titer  mit( 
lebenden { 
BadUen  | 

0-Form  ,O.Form!0-Form.       H-Form 

H-Form 

H-Form 

1 

:1600 

1: 

1600 

1: 

3200 

1 

200 

1:- 

iOO 

1: 

300 

Wie  die  Tabelle  zeigt,  sind  die  beiden  Bacillenaufschwemmungen 
durchaus  nicht  gleichwertig,  und  man  wird  daher  nicht  fehlgehen  in 
der  Annahme,  daß  die  Ausgangskulturen  in  bezug  auf  ihren  Gehalt  an 
wirksamen  thermostabilen  Rezeptoren  verschieden  beschaffen  waren. 

Wenn  man  nun  0-Formen  zur  Herstellung  eines  Fleckfieber- 
diagnostikums  wählt,  so  ist,  worauf  weitere  Veruche  von  uns  hin- 
weisen, vielleicht  eher  die  Möglichkeit  gegeben,  sich  mit  einem  Er- 
hitzen geringeren  Grades  zu  begnügen.  Während  nach  Dietrich^) 
gewöhnliche  Xig-Bacillen  durch  Erhitzen  auf  55®  ihre  Agglutinierbarkeit 
durch  Fleckfieberserum  fast  völlig  verlieren,  haben  wir  zuweilen  fest- 
stellen können,  daß  durch  das  Erhitzen  auf  50 — 55®  die  Agglutinabilität 
der  0-Form  weit  weniger  beeinflußt  wird,  als  die  Agglutinabilität  der 
H-Form,  und  möchten  auch  hierfür  ein  Versuchsbeispiel  folgen  lassen. 

Absteigende  Menge  eines  Fleckfieberserums  werden  mit  je  1  Tropfen 
X|9-Bacillenauf8chwemmung  gemischt.     Die  Bacillen  sind  gewonnen 
I.  aus  der  0-Form, 
n.  aus  der  H-Form 
und  kommen  zur  Verwendung 

a)  lebend, 

b)  nach  1 -stündigem  Erhitzen  auf  50^, 


1)  Bei   Verwendung   von   nur   einem   Tropfen   erschienen   die  Agglu- 
tinationswerte geringer. 

2}  DiBTRiCH,  Deutsche  med.  Wochenschr.,  1916,  Nr.  51. 
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c)  nach  l-stündigem  Erhitzen  anf  55^, 

d)  nach  1 -stündigem  Erhitzen  auf  60^. 

Das  nach  3  Stunden  abgelesene  Ergebnis  zeigt  Tabelle  8. 

Tabelle  8. 


Agglatioation  von  x,g-BacilIen  durch  ein  Fleckfieberseram 


Serum 
(1  com) 

I.  O-Form 

IL  H-Form 

VerdunDung 

a 

1        h 

c 

d 

a 

b        c 

d 

lebend 

1      50« 

55  <> 

60« 

lebend 

50<»    55»! 

60* 

V,5 

+  +  + 

+  +  + 

+  +  + 

+  +  + 

+  +  + 

0 

0  i 

++4- 

/lOO 

+  +  + 

+  +  + 

-f  +  + 

+  +  + 

+  +  + 

0 

0 

+++ 

+  +  ♦- 

+  +  + 

+  +  + 

+  +  + 

+  +  + 

0 

0   1 

+++ 

V«K. 

+  +  + 

+  +  + 

+  +  + 

+  +  + 

+  +  + 

0 

0    ' 

++-h 

V«« 

+  +  + 

+  +  + 

+  +  + 

+  +  + 

++  + 

^    1    2 

+++ 

V«H. 

+  +  + 

+  +  + 

+  +  + 

+  +  + 

+  +  + 

0    '    0 

+  +  -1- 

/leoo 

+  +  + 

+  +  + 

+  +  + 

+  +  + 

++(+) 

0    ,    0 

+  +(+) 

1/ 

/3200 

+  +{+) 

++(+) 

+  +(+) 

+  +(+) 

+(+) 

0  1  0  ! 

+  + 

1/ 

/e400 

+(+) 

+ 

+ 

+(+) 

? 

.    0 

1    0    1 

+ 

'  Wie  die  Tabelle  zeigt,  ist  die  Agglutination  der  auf  50— 55®  er- 
hitzten H-Form  gänzlich  ausgeblieben.  Sie  trat  zwar  verspätet  ein. 
aber  doch  so  langsam,  daß  sie  erst  nach  24-standigem  Stehen  in  ver- 
minderter Stärke  ablesbar  wurde.  Erst  nach  dem  Erhitzen  auf  60® 
wird  die  Agglutinabilität  der  H-Form  wieder  manifest.  Dagegen  be- 
steht zwischen  dem  Verhalten  der  auf  verschiedene 
Temperaturen  erhitzten  O-Form  kein  wesentlicher  Unter- 
schied. Das  Stadium  einer  verminderten  Agglutinabilität  beim  Er- 
hitzen auf  fortschreitend  steigende  Temperaturen  ist  bei  der  O-Form 
nicht  oder  kaum  zu  bemerken.  Auch  hierbei  bestehen  aber  bei  der 
Prüfung  verschiedener  Fleckfiebersera,  soweit  wir  es  beurteilen  können, 
individuelle  Differenzen.  Wir  sind  Fleckfieberseris  begegnet,  denen 
gegenüber  die  O-Form  sich  bei  verschiedengradigem  Erhitzen  nicht 
oder  nicht  wesentlich  anders  als  die  H-Form  verhielt,  und  auch  solchen, 
die  bei  Verwendung  der  O-Form  um  so  mehr  an  Agglutinationswirkung 
einbüßten,  auf  je  höhere  Temperaturen  die  Bacillenaufschwemmungen 
erhitzt  waren.  Es  scheint  immerhin  manches  dafür  zu  sprechen,  daß 
man  bei  Verwendung  der  O-Form  zur  Herstellung  eines  Fleckfieber- 
diagnostikums  die  Bedingungen  vielleicht  günstiger  für  die  Praxis  ge- 
stalten kann,  wenn  man  die  Aufschwemmung  der  O-Form  auf  niedrigere 
Temperaturen  (55 — 60^)  erhitzt.  Ob  sich  derart  eine  raschere  Ablesung 
der  Ergebnisse  bei  Verwendung  abgetöteter  Bacillenaufschwemmangen 
erzielen  läßt,  werden  weitere  Versuche  zeigen  müssen. 

Jedenfalls  aber  dürften  sich  aus  unseren  Ausführungen  Erklärungen 
dafür  ergeben,  daß  die  Erfahrungen  bei  der  Bereitung  von  haltbaren 
Bacillenaufschwemmungen  zur  WsiL-FELixschen  Reaktion  nicht  immer 
übereinstimmen.  Im  allgemeinen  scheint  die  H-Form  gegenüber  Schädi- 
gungen der  Agglutinabilität  empfindlicher  zu  sein  als  die  O-Form. 
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Wir  haben  endlich  auch  die  Labilität  der  Agglutinine  im 
Fleck fieberserum  beim  Erhitzen  gegenüber  der  H-Form  und  der 
O-Form  des  x^s-Stammes  vergleichsweise  geprüft.  Daß  die  Fleckfieber- 
agglutinine  durch  eine  relative  Thermolabilität  ausgezeichnet  sind  und 
bei  Temperaturen  von  60 — 63^  in  Vs  Stunde  inaktiviert  werden,  hat  sich 
schon  aus  den  Untersuchungen  von  Hamburger  und  Bauch  ^),  Cs£pai  ^), 
Braun  und  Salomon  (1.  c),  Jacobitz  *)  ergeben.  Braun  und  Salomon 
haben  zudem  gezeigt,  daß  die  agglutinierende  Wirkung  aktiven  Serums 
durch  inaktiviertes  Serum  gehemmt  wird,  und  haben  diesen  Befund 
im  Sinne  einer  ^Agglutinoid^-Bildung  angesprochen.  In  unseren  Ver- 
suchen machte  sich  nach  V2-8tündigem  Erhitzen  der  Sera  auf  60®  nicht 
selten  beim  einfachen  Titrieren  eine  Ueberschußhemmung  geltend,  der- 
art, daß  größere  Mengen  des  erhitzten  Serums  nicht  ag- 
glutinierten,  während  kleinere  noch  zur  Agglutination 
fahrten  (Proagglutinoidzone) ,  eine  Erscheinung,  die  übrigens  auch 
in  einer  Tabelle  von  Braun  und  Salomon  angedeutet  ist,  und  die  in 
folgendem  Versuchsbeispiel  markant  hervortritt. 

Absteigende   Mengen   eines  Fleckiieberserams   wurden   mit  je   einem 
Tropfen  lebender  x^g-Bacillenaufschwemmung 
I.  der  O-Form 
IL  der  H-Form 
gemischt. 

Das  Fleckfieberserum  war 

a)  aktiv, 

b)  V2  Stunde  auf  60 »  erhitzt, 

c)  Vs        »  »     65  0       ^, 
Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  9. 


Tabell( 

b9. 

Agglut 

ination 

(Endtiter) 

der 

Fleckfieberserum 
(1  ccm) 

I. 

O-Form 

II. 

H-Form 

Verdünnung 

a 

b'  ~ 

c 

a 

~b  ~ ; 

c 

aktiv 

60« 

65° 

aktiv 

60°      j 

65° 

V« 

+  +  + 

0 

0 

+  +  + 

0        ' 

0 

'/„ 

+  +  + 

0 

0 

+  +  + 

0 

0 

t/ 

/too                  • 

+  +  + 

+  +  + 

0 

+  +  + 

+ 

0 

/..o 

+  +  + 

+  +  + 

0 

+  +  + 

+(+)  ; 

0 

V400 

+  +  + 

+ 

0 

+  +  + 

++    1 

0 

Vsoo 

+  +  + 

+ 

0 

+  +  + 

? 

0 

1/ 

f  ISOO 

+  +  + 

0 

0 

+  + 

0 

0 

/S300 

+  + 

0 

0 

? 

0 

0 

/G400 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

1)  K.  Hamburger  und  H.  Bauch,   Deutsche  med.  Wochenschr.,  1917, 
Nr.  36. 

2)  K.  CsÄPAi,  Wien.  klin.  V^ochenschr.,  1917,  Nr.  40. 

3)  E.  Jacobitz,  Centralbl.  f.  Bakt,  I,  Orig.,  Bd.  81,  1918,  S.  251. 
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Die  Stäbe  b  der  Tabelle  zeigen  sehr  ausgesprochen  die  bekannten 
^Proagglutinoidzonen*',  während  beim  Erhitzen  auf  65^  die 
Agglutinationswirkung  des  Serums  völlig  geschwunden  erscheint.  Ein 
wesentlicher  Unterschied  in  bezug  auf  die  Labilität  gegenüber  der 
0-Form  und  der  H-Form  besteht  nicht;  wir  sind  einem  solchen  auch 
bei  anderen  Fleckfieberseris  nicht  begegnet,  während  die  Zone  der 
Ueberschußhemmung  nicht  bei  allen  Seris  nachzuweisen  war.  Auch 
zwischen  erhitzten  und  lebenden  Aufschwemmungen  bestanden  in  bezug 
auf  die  Inaktivierung  der  Fleckfieberagglutinine  keine  wesentlichen 
Unterschiede. 

Die  Hemmungszonen,  wie  wir  sie  hier  beobachtet  haben,  sind  streng 
zu  trennen  von  einem  Hemmungsphänomen  bei  der  WsiL-FEUxBchen  Be- 
aktion,  auf  das  besonders  Csj^pai  hingewiesen  hat.  Es  handelt  sich  hier- 
bei um  die  Tatsache,  daß  größere  Mengen  eines  frischen  Fleckfiebersemms 
im  Gegensatz  zu  kleineren  der  Agglutinationswirkung  entbehren  können. 
Diese  Hemmungswirkung  im  frischen  Fieckfieberserum  ist  aber  ausge- 
sprochen thermolabil.  Sie  schwindet  nach  den  Angaben  Cs£pais  bereits 
nach  dem  Erhitzen  auf  45  <^  und  ist  daher  vielleicht  auf  unspezifische 
Globulin  Wirkungen  zurückzuführen,  die  bekanntlich  schon  durch  gering- 
gradige Hitzeeinwirkung  wesentlich  alteriert  werden.  Im  Gegensatz  dazo 
erscheinen  die  Proagglutinoidzonen  gerade  erst  nach  dem  Erwärmen  des 
Serums.  Sie  machen  sich  ferner  gegenüber  lebenden  und  erhitzten  Bacillen- 
aufschwemmungen  in  gleicher  Weise  geltend,  während  das  Henunnngs- 
phänomen  im  frischen  Serum  nach  CsäPAi  nur  bei  Verwendung  lebender, 
nicht  bei  Verwendung  erhitzter  Bacillen  zum  Ausdruck  kommt.  Angen- 
scheinlich  handelt  es  sich  bei  dem  letzteren  um  einen  physikalisch-chemi- 
schen Vorgang  nach  Art  der  Umhüllungserscheinungen,  durch  den  der 
Eintritt  der  eigentlichen  Agglutinationsreaktion  verhindert  wird. 

Wenn  sich  somit  zwischen  0-Form  und  H-Form  einerseits,  zwischen 
lebenden  und  erhitzten  Bacillenaufschwemmungen  andererseits  in  bezog 
auf  die  Inaktivierung  der  Fleckfieberagglutinine  durch  Erhitzen  keine 
wesentlichen  Unterschiede  zu  ergeben  scheinen,  was  übrigens  zugleich 
im  Sinne  der  Ansicht  von  Weil  und  Felix  spricht,  daß  die  Agglutinine 
des  Fleckfieberkrankenserums  mit  den  0-Agglutininen  übereinstimmen, 
so  wird  man  auch  für  Veränderungen  des  Fleckfieberserums  beim 
Lagern  gleiche  Verhältnisse  annehmen  dürfen.  Ergibt  sich  daraus,  daß 
es  in  bezug  auf  das  Alter  des  Fleckfieberserums  nicht  von  wesentlicher 
Bedeutung  sein  dürfte,  ob  H-  oder  0-Formen  zur  WEiL-FELixschen 
Reaktion  benutzt  werden,  bzw.  ob  die  eine  oder  die  andere  Form  in 
der  Bacillenaufschwemmung  vorherrscht,  so  dürfte  nach  unseren 
Untersuchungen  für  die  Bereitung  eines  Fleckfieber- 
diagnostikums  durch  Erhitzen  im  allgemeinen  die  0- 
Form  den  Vorzug  verdienen.  Zwar  wird,  wie  schon  Weil  und 
Felix  angegeben  haben,  die  H-Form  im  lebenden  Zustande  rascher 
agglutiniert  als  die  0-Form,  was  bei  der  Annahme  des  Vorherrschens 
von  0-Agglutininen  im  Fleckfieberkrankenserum  wohl  auf  die  phjsila- 
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tische  Beschaffenheit  der  H-Bacillen  zurückgeführt  werden  muß.  Jedoch 
haben  wir,  wie  schon  erwähnt,  nach  dem  Erhitzen  in  der  Regel  die 
Agglutination  der  0-Form  rascher  eintreten  sehen  als  diejenige  der 
H-Form.  Allerdings  sind  wir  gelegentlich  auch  dem  entgegengesetzten 
Verhalten  begegnet,  wie  überhaupt  Unterschiede  in  der  Agglutinabilität 
der  verschiedenen  Bacillenaufschwemmungen  vorzukommen  scheinen, 
die  wohl  an  zunächst  nicht  bestimmbare  geringfügige  Abweichungen 
in  der  Beschaffenheit  der  Nährböden  gebunden  sind.  Wir  möchten 
aber  glauben,  daß  es  durch  geeignete  Auswahl  der  Bacillenaufschwem- 
mungen und  insbesondere  durch  Erhitzen  von  0-Bacillen  auf 
geeignete  Temperaturen  möglich  ist,  die  Bedingungen  für  die 
Gewinnung  eines  brauchbaren  Fleckfieberdiagnostikums  günstiger  zu 
gestalten,  als  es  bisher  ohne  Berücksichtigung  der  früher  nicht  ge- 
kannten Momente  möglich  war.  Mit  einem  verlangsamten  Eintritt  der 
Agglutination  erhitzter  Bacillen  wird  man  nach  unseren  Erfahrungen 
auch  dann  in  mehr  oder  weniger  hohem  Grade  zu  rechnen  haben. 
Jedoch  dürfte  dieser  Nachteil  in  vielen  Fällen  gegenüber  den  Vorteilen 
nicht  ins  Gewicht  fallen,  die  die  Verfügung  über  ein  haltbares  Präparat 
zur  Ausführung  der  WEiL-FELixschen  Reaktion  ohne  die  Notwendigkeit 
jedesmaliger  Bakterienzüchtung  beanspruchen  darf. 


Zusammenfassttiig. 

1)  Entsprechend  den  Angaben  von  Sachs  konnten  fast  stets  er- 
hitzte Bacillenaufschwemmungen  des  X2-  und  x^g-Typus  agglutinatorisch 
scharf  differenziert  werden,  während  die  gleichen  Immunsera  auf  die 
lebenden  Bacillen  mehr  oder  weniger  übergreifen.  Immerhin  scheinen 
gelegentliche  Ausnahmen  dafür  zu  sprechen,  daß  die  Verschiedenheit 
der  thermostabilen  Rezeptoren  zwar  eine  weitgehend  quantitative,  aber 
keine  absolute  ist. 

2)  Auch  durch  Immunisierung  mit  erhitzten  Bacillenaufschwem- 
mungen konnten  dementsprechend  spezifische  Antisera  erhalten  werden, 
die  nur  auf  die  homologen  lebenden  x-Bacillen  wirkten.  Jedoch  fand 
gelegentlich  auch  ein  üebergreifen  der  durch  80®- Bacillen  erzeugten 
Immunsera  statt.  Es  läßt  dies  auf  ein  Zurückbleiben  geringfügiger 
Mengen  von  gemeinsamen  Antigenresten  nach  dem  Erhitzen  auf  80® 
schließen,  die  nicht  immer,  aber  unter  Umständen,  noch  biologisch 
wirken. 

3)  Besonders  bei  den  auf  60®  erhitzten  Bacillen  zeigte  sich 
zuweilen  die  größere  Empfindlichkeit  des  Immunisi'erungsversuches, 
indem  eine  Differenzierung  der  60®-Bacillen  im  Agglutinationsversuch 
nicht  selten  möglich  war,  während  bei  der  Immunisierung  mit  60®-Ba- 
cillen  meist  ein  üebergreifen  der  derart  erhaltenen  Immunsera  be- 
stand. 
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4)  Mit  der  Komplementbindangsmethode  wurden  im  wesentlichen 
dieselben  Ergebnisse  erzielt,  wenn  auch  die  Unterschiede  zwischen  dem 
X9-  und  X19-T7P,  und  auch  zwischen  lebenden  und  erhitzten  Bacillen, 
hier  zuweilen  noch  prägnanter  in  Erscheinung  traten. 

5)  Bei  der  WEiL-FELixschen  Reaktion  wurden  meist  die  erhitzten 
Bacillenaufschwemmungen  der  0-Form  rascher  agglutiniert,  als  die  er- 
hitzten Bacillenaufschwemmungen  der  H-Form.  Im  Endtiter  bestanden 
in  der  Regel  keine  wesentlichen  Unterschiede. 

6)  Bei  der  Agglutination  durch  Fleckfieberserum  scheint  die  Agglu- 
tinabilität  der  0-Form  durch  Erhitzen  der  Bacillenaufschwemmungen 
auf  50—55®  in  manchen  Fällen  nicht  wesentlich  zu  leiden,  während 
bei  gleichartigem  Erhitzen  der  H-Bacillen  die  Agglutinabilität  schwindet 
oder  abnimmt,  um  erst  bei  höheren  Temperaturgraden  wieder  gesteigert 
zu  werden. 

7)  Beim  Erhitzen  der  Fleckfiebersera  auf  60®  ergeben  sich  häufig 
„Proagglutinoidzonen";  größere  Mengen  Fleckfieber ser ums  sind  wir- 
kungslos, während  geringere  noch  zur  Agglutination  führen.  Zwischen 
H-  und  0-Form  und  zwischen  lebenden  und  erhitzten  Bacillenauf- 
schwemmungen bestand  dabei  kein  wesentlicher  Unterschied. 

8)  Für  die  Herstellung  eines  Fleckfieberdiagnostikums  zur  Aus- 
führung der  WEiL-FELixschen  Reaktion  dürfte  der  Auswahl  der  Ba- 
cillenaufschwemmungen mehr  Beachtung  zu  schenken  sein  als  bisher. 
Insbesondere  scheint  die  0-Form  im  erhitzten  Zustande  gegenüber  der 
H-Form  Vorteile  zu  besitzen,  die  unter  Umständen  auch  in  der  Ein- 
wirkung geringerer  Wärmegrade  gegeben  sind. 


Die  Ausflockung  des  Liquor 
cerebrospinalis  durch  cholesterinierte 

Extrakte 

Miigeteilt  am  29.  September  1Q18  auf  der  Tj^ng  sQdwestdeutscher 
und  rheinisch-westfälischer  Dermatologen  zu  Frankfurt  a  M. 

Von 
Prof.  H.  Sachs  und  Dr.  W.  Georg! 


Aus   dem  KgL  Institut  für  experimentelle  Therapie  zu  Frankfurt  a.  M. 
(Direktor:  Geh.  Medizinalrat  Prof.  Dr.  W.  Kolle). 


Wie  wir  schon  in  unserer  Arbeit*)  „Zur  Serodiagnostik  der 
Syphilis  mittels  Ausflockung  durch  cholesterinierte  Ex- 
trakte'^ erwähnten,  kann  man  die  von  uns  angegebene  Ausflockungsreak- 
tion anch  zur  Untersuchung  von  Lumbalflfissigkeiten  heranziehen.   Wenn 
wir  über  unsere  Erfahrungen  in  dieser  Hinsicht  kurz  zu  berichten  uns  er- 
lauben, so  soll  unsere  Mitteilung  allerdings  an  erster  Stelle  denen,  die 
über  ein  hinreichendes  Material  verfügen,  die  Anregung  geben,  die  Aus- 
flockung von  Liquor  cerebrospinalis  mittels  cholesterinierten  Extraktes 
weiter  zu  erproben.   Denn  wir  selbst  verfügen  nur  über  ein  verhältnis- 
mäßig  kleines  Material,   und  da  dasselbe  an   erster  Stelle  zur  Aus- 
führung der  WASSERMANNschen  Reaktion  dienen  muß,  bleiben  uns  meist 
nur  geringe  Reste  zu  weiteren  Versuchen,  so  daß  uns  die  erwünschte 
Variationsmöglichkeit   in    größerem  Umfange   meist  nicht  erlaubt  ist. 
Trotzdem   glauben  wir  über  unsere  Erfahrungen  berichten  zu  dürfen, 
weil,  soweit  wir  es  bisher  übersehen  können,  die  Ausflockuugsreaktion 
zwar    die   Empfindlichkeit   der   WASSERMANNschen   Reaktion   bei   der 
Liquoruntersuchung  noch  nicht  erreicht,   aber,   wie  es  scheint,   für 
syphilitische  und  metasyphilitische  Erkrankungen  cha- 
rakteristisch ist. 

Methodisch  sind  wir  in  der  Weise  vorgegangen,  daß  wir  absteigende 
Mengen  (0,5,  0,25,  0,15,  0,1,  0,05  com)  Lumbalflüssigkeit  mit  je  0,25  com 
6-fach  fraktioniert  verdünnten,  cholesterinierten,  alkoholischen  Rinderherz- 
extraktes ')  mischen.  Die  Ablesung  der  Ergebnisse  im  Agglatinoskop  (nach 
Kuhn  und  Woithb)  erfolgt,  wie  bei  der  Serodiagnose  mittels  Ausflockang, 
nach  2-stündigem  Stehen  im  Brutschrank  und  folgendem  ca.  18-stündigem 
Aufenthalt  bei  Zimmertemperatur. 


1)  Med.  Klinik,  1918,   Nr.  33. 

2)  Bezüglich  Bereitung  und  Verdünnung  der  Extrakte  sei  auf  unsere 
früheren  Arbeiten  verwiesen:  H.  Sachs  und  W.  Oborgi,  Med.  Klinik,  1918, 
Nr.  33;  W.  Qboböi,  Zeitschr.  f.  Immunitätsforsch.,  1918. 
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Wir  haben  bisher  147  Lumbalflüssigkeiten  vergleichend  mittels 
WASSERMANNscher  Reaktion  und  Ausflockung  untersucht.  Von  diesen 
reagierten : 


übereiDstimmend 

übereinstimmend 

WASSERMANNsche  Reaktion  + 
Ausflockung  — 

37 

96 

14 

Bei  den  übereinstimmend  positiven  Fällen  lauteten  die  klinischen 
Angaben:  Paralyse  (24mal),  Lues  cerebri  (3mal),  Tabes  (3mal),  Lues 
(2mal),  Gonorhoe  (Imal).  In  4  Fällen  waren  uns  keine  klinischen  An- 
gaben zugänglich. 

Von  den  übereinstimmend  negativ  reagierenden  Fällen  lauteten 
die  klinischen  Angaben:  Gonorrhoe  (21mal),  Katatonie  (Imal),  multiple 
Sklerose  (Imal),  Epilepsie  (2mal),  tuberkulöse  Meningitis  (5mal),  Menin- 
gitis cerebrospinalis  (5mal),  Myelitis  (Imal).  Bei  den  übrigen  über- 
einstimmend negativ  reagierenden  Lumbalflüssigkeiten  lagen  die  ver- 
schiedensten Angaben  vor,  ohne  daß  sie  in  dem  hier  vorliegenden 
Zusammenhang  Interesse  beanspruchen  dürften. 

Was  die  14  divergenten  Fälle  anlangt,  so  ist  unseres  Erachtens 
die  Beweiskraft  der  WASSERMANNschen  Reaktion,  zumal  bei  der  Lum- 
balflüssigkeit,  derart  einwandfrei,  daß  wir  es  zweifellos  mit  Fehlresul- 
taten der  Ausflockung  zu  tun  haben.  Jedoch  können  wir  3  von  diesen 
14  Fällen  insofern  abtrennen,  als  uns  hier  nur  so  wenig  Liquor  zur 
Verfügung  stand,  daß  wir  die  Ausflockungsreaktion  nur  mit  0,25  ccm 
und  nicht  mit  0,ö  ccm  ausführen  konnten.  Die  weitere  Tatsache,  daß 
bei  10  von  den  divergent  reagierenden  Fällen  die  WASSERMANXsche 
Reaktion  erst  bei  größerer  Liquormenge  (0,4—0,8  ccm)  positiv  war  und 
demnach  bei  der  einfachen  Anordnung  mit  nur  0,2  ccm  Liquor  dem 
Nachweise  entgangen  wäre,  läßt  uns  hoffen,  daß  es  möglich  sein  dürfte, 
die  Liquoruntersuchung  mittels  Ausflockung  empfindlicher  zu  gestalten. 

Auf  der  Tatsache  fußend,  daß  mit  manchen  Extrakten  inaktive  Sera 
stärker  mit  Ausflockung  reagieren,  als  aktive,  haben  wir  daher  ver- 
sucht, die  Flockungsreaktion  auch  mit  inaktiviertem  Liquor  auszuführen. 
Durch  5  Minuten  langes  Erhitzen  der  Lumbaiflüssigkeit  auf  56^  haben 
wir  in  der  Tat,  wenigstens  bei  4  wassermannpositiven  Liquoren,  die 
im  aktiven  Zustande  völlig  negativ  reagierten,  eine,  wenn  auch  gering- 
gradige Flockung  eintreten  gesehen  ^).  Es  wird  also  weiterer  Versuche  be- 
dürfen, um  festzustellen,  ob  etwa  durch  kurzes  Inaktivieren  der  Lumbai- 
flüssigkeit die  Zahl  der  positiven  Reaktionen  vermehrt  werden  kann. 
Außerdem  wird  man  aber  auch  durch  andere  Variationen  der  Technik 


1)  Zuweilen  konnten  wir  auch  nach  längerem  Intervall  (48  Standen) 
eine  Verstärkung  der  Reaktion  beobachten. 
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und  Methodik  zu  dem  Ziele  einer  größeren  Empfindlichkeit  gelangen 
können,  so  durch  Verschiebung  der  Mengenverhältnisse,  der  Tempe- 
raturbedingungen  und  vor  allem  durch  Herstellung  stärker  wirksamer 
Extrakte,  sei  es,  daß  man  andere  Organe  oder  Extraktionsbedingungen 
zur  Extraktgewinnung  benutzt,  oder  daß  man  durch  größeren  Cholesterin- 
zusatz die  Flockungsfähigkeit  der  Extrakte  erhöht. 

Im  übrigen  ging  bei  unseren  Versuchen  die  quantitative  Stärke 
der  Ausflockung  zwar  häufig,  aber  nicht  immer,  dem  Grade  der  Wasser- 
BiANNschen  Reaktion  parallel. 

Bei  der  Beurteilung  der  Ergebnisse  ist  die  Berücksichtigung 
der  Kontrollen,  d.  h.  derjenigen  Versuchsröhrchen,  die  nur  Lumbai- 
flüssigkeit und  entsprechende  Mengen  6-fach  verdünnten  Alkohols  ohne 
Extrakt  enthalten,  von  besonderer  Bedeutung.  Wir  haben  nämlich  in 
den  Liquorkontrollen  weit  häufiger  als  in  den  Serumkontrollen  bei  der 
entsprechenden  Serodiagnostik  eine  Fällung  auftreten  sehen,  die  die 
Beurteilung  erschwert  oder  unmöglich  machen  kann  und  ohne  genügende 
Berücksichtigung  zu  positiven  Fehldiagnosen  führen  würde  ^).  Durch 
das  Inaktivieren  werden  diese  Eigenfällungen,  wie  es  scheint,  vermindert 
oder  aufgehoben. 

Zusammenfassend  kann  man  also  sagen,  daß  die  Ausflockungs- 
reaktion zur  Liquoruntersuchung  in  bezug  auf  Empfind- 
lichkeit bisher  der  WASSERMANNschen  Reaktion  nach- 
steht; was  sie  aber,  soweit  unser,  freilich  geringes  Material  Schlüsse 
zuläßt,  vor  den  bisherigen  zur  Verfügung  stehenden  chemisch-physi- 
kalischen Methoden  auszeichnet,  ist  das  für  Syphilis  qualitativ 
charakteristische  Gepräge,  welches  sie  mit  der  WASSERMANN- 
schen Reaktion  zu  teilen  scheint.  Weitere  Erfahrungen  werden  zeigen 
müssen,  ob  sich  dieses  Ergebnis  auch  bei  der  Prüfung  an  einem 
größeren  Material  bestätigen  läßt. 


1)  Allerdings  handelt  es  sich  in  den  Kontrollen  meist  um  Flocken, 
die  sich  von  der  gleichmäßigen  Körnelang  in  den  Hauptversuchsröhrchen 
unterscheiden  und  mehr  ein  „grobscholliges ^  Aussehen  besitzen. 


Ans  dem  Georg  Speyer-Hause  zu  Frankfurt  a.  M. 
(Direktor:  Geh.  Medizinalrat  Prof.  Dr.  W.  Kolle). 


i/aß  die  Gasbrandbakterien  in  ähnlicher  Weise  wie  die  Staphylo- 
kokken und  eine  Beihe  anderer  Mikroorganismen  Hämotoxine  bilden, 
war  in  Anbetracht  der  Tatsache,  daß  man  beim  Gasbrand  des  Menschen 
und  der  Versuchstiere  ein  mehr  oder  minder  stark  sanguinolentes 
Oedem  als  charakteristischen  Befund  regelmäßig  feststellen  kann,  a  priori 
wahrscheinlich.  Als  erster  hat  wohl  L.  Kamen  ^)  bei  2  Gasbrand- 
stämmen vom  WELGH-FRAENKELSchem  Typus  die  Beobachtung  ge- 
macht, daß  in  8-tägigen  Bouillonkulturfiltraten  dieser  Bakterien 
Hämolysine  gegen  Menschen-,  Schweine-  und  Eaninchenblutkörperchen 
in  wechselnden  Mengen  enthalten  sind  und  daß  dieselben  durch  längeres 
Aufbewahren  (SVs  Monate)  allmählich  zerstört  werden.  P.  Eisenberg  ^), 
der  mit  7  verschiedenen  Stämmen  des  Bacillus  oedematis  maligni 
(vibrion  septique)  Untersuchungen  anstellte,  konnte  bei  einigen  der- 
selben in  Bouillon- Volikulturen  oder  deren  Filtraten  oft  schon  nach 
18  Stunden  blutlösende  Stoffe  nachweisen.  Am  empfindlichsten  dafür 
fand  Eisenberg  die  Meerschweinchenerythrocyten,  dann  solche  von 
der  Maus,  der  Ratte,  vom  Menschen,  Kaninchen,  Pferd,  Bind  und 
Hahn ;  Hammelblutkörperchen  zeigten  sich  am  resistentesten.  Die  ver- 
schiedene Virulenz  der  einzelnen  Stämme  hängt  seiner  Ansicht  nach 
von  ihrer  mehr  oder  weniger  starken  Hämolysinbildung  ab.  Nach 
Eisenberg  sind  die  Hämotoxine  des  malignen  Oedembacillus  thermo- 
labil,  sie  werden  durch  halbstündiges  Erhitzen  auf  50  bis  55®  zer- 
stört; auch  bei  Stehen  im  Zimmer,  selbst  im  Eisschrank,  schwächen 
sie  sich  sehr  rasch  ab.  Derartig  inaktiv  gewordenes  Hämotoxin  soll 
aber  nach  Eisenberg  Toxoideigenschaften  annehmen,  d.  h.  es  soll 
die  Giftwirkung  wirksamen  Lysins  verhindern.  M.  Nicolle,  E.  C^sari 
Qnd  A.  Raphael')  stellten  bei  allen  ihren  Stämmen  von  malignem 
Oedem  und  Bauschbrand  Hämolysinbildung  in  wechselnder  Stärke  fest. 

1)  Centralbl.  f.  Bakt.,  Abt.  I,   Orig.,  Bd.  36,  1904,  S.  554  u.  686. 

2)  Annales  de  Tlnat.  Pasteur,  T.  22,  1908,  p.  430. 

3)  Annales  de  l'Inst.  Pasteur,  T.  29,  1915,  p.  165. 
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Aehnlicbe  Befunde  hatten  S.  Costa  und  J.  Troisier^  bei  einer 
größeren  Anzahl  Stämme  aus  der  WELCH-FRAENEELschen  Bakterien- 
gruppe (Bacillus  perfringens)  und  der  Gruppe  des  malignen  Oedems 
(vibrion  septique);  sie  konnten  nachweisen,  daß  das  Hämolysin  durch 
halbstflndiges  Erwärmen  auf  56^  zerstört  wird,  und  sind  wie  Eisen- 
berg der  Ansicht,  daß  im  allgemeinen  Hämolysinbildung  und  Virulenz 
parallel  gehen.  Weitere  Mitteilungen  über  die  Oasbrandhämolysine 
stammen  von  B.  Büsson  und  P.  Gtörgt^),  die  bei  allen  von  ihnen 
geprüften  .Gasbrandstämmen  hämolytische  Wirkung  auf  Menschenblut- 
körperchen beobachten  konnten.  Ernst  Fraenkel,  L.  Frankenthal 
und  H.  Königsfeld')  fanden,  daß  die  bakterienfreien  Filtrate  der 
Bouillonkulturen  sehr  geringe,  die  bei  60^  abgetöteten  Bouillonauf- 
schwemmungen etwas  stärkere  und  die  lebenden  Bacillen  außerordent- 
lich kräftige  hämolytische  Eigenschaften  gegenüber  verschiedenen  Blut- 
arten (Mensch,  Hammel,  Meerschweinchen,  Kaninchen,  Ratte  und  Maust 
besitzen. 

Neuerdings  versuchte  J.  Zeissler  ^)  das  Wachstum  der  Gasbrand- 
bakterien auf  Menschenblutagar  mit  und  ohne  Traubenzuckerzusatz 
zur  Differenzierung  der  verschiedenen  beim  Gasödem  gefundenen 
Typen  anaerober  Mikroorganismen  heranzuziehen.  Zeissler  kommt 
zu'  der  apodiktischen  Behauptung,  daß  nur  diejenigen  Bakterien  als 
echte  FRAENKELsche  Gasbrandbacillen  zu  bezeichnen  seien,  die  aaf 
Menschenblut-Traubenzucker-Agar  in  runden,  anfangs  fraisefarbeneo. 
später  (nach  zirka  48  Stunden)  oliv-  bis  resedagrünen  Kolonien  mit 
dunkelbraunem,  undurchsichtigem  Hof  wachsen,  während  sie  auf  trauben- 
zuckerfreiem Menschenblutagar  zarte  graue,  flache  Kolonien  mit  hämo- 
lytischem Hof  bilden.  Im  Gegensatz  hierzu  fand  Zeissler  bei  des 
Bakterien  der  Oedemgruppe,  in  die  er  nach  dem  Vorgang  Eugen 
Fraenkels  ^)  alle  übrigen  Gasbranderreger  zusammenfaßt,  auf  Menschen- 
blutagar mit  oder  ohne  Traubenzucker  3  verschiedene  Wuchsformen: 
bei  der  ersten,  an  hämolytische  Streptokokken  erinnernden  Form  ent- 
stehen kleine,  runde,  graue  Kolonien  mit  hämolytischem  Hof,  beim 
zweiten  Typus  haben  die  Kolonien  eine  runde  bis  wurzeiförmige  Ge- 
stalt ohne  Hofbildung,  und  im  dritten  Fall  findet  man  einen  zarten, 
schleierartigen  Rasen,  meist  ohne  Hämolyse.  Diese  dritte  Wuchsform 
soll  nach  Zeissler^  für  den  Rauschbrandbacillus  charakteristiscb 
sein. 


1)  Gomptes  rend.  See.  de  Biol.,  T.  78,  1916,  p.  354. 

2)  Wien.  klin.  Wochenschr.,  1916,  Nr.  24,  S.  737. 

3)  Med.  Klinik,  1916,  Nr.  26  u.  27. 

4)  Deutsche   med.  Wochenschr.,  1917,  Nr.  28,  und  Zeitschr.  f.  Hvg.. 
Bd.  86,  1918,  S.  52. 

5)  Centralbl.  f.  Bakt.,  Abt.  I,  Orig.,  Bd.  81,  1918. 

6)  Med.  Klinik,  1918,  Nr.  24,  S.  692. 
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Im  Verlauf  unserer  morphologischen  und  biologischen  Unter- 
suchungen, die  wir  an  einer  großen  Anzahl  aus  Gasödemfällen  gezüch- 
teter Anagrobier  anstellten,  habe  ich,  einer  Anregung  des  Herrn  Geh. 
Medizinalrats  Kolle  folgend,  die  Frage  der  Gasbrand-Hämotoxine  einer 
eingehenden  Prüfung  unterzogen  in  der  Annahme,  vielleicht  auf  diesem 
Wege  eine  Abgrenzung  der  verschiedenen  Typen  von  Gasbranderregern 
ermöglichen  zu  können.  Ich  untersuchte  zunächst  die  in  Bouillonkultur- 
Filtraten  nachweisbaren  Hämolysine,  danach  prüfte  ich  zum  Vergleich 
aber  auch  das  Verhalten  einer  größeren  Anzahl  unserer  Stämme 
auf  der  Blutplatte,  besonders  auch  deshalb,  um  mir  über  die  von 
J.  Zeissler  aufgestellten  Thesen  ein  abschließendes  Urteil  bilden  zu 
können  *). 

Zum  Nachweis  der  filtrierbaren  Hämotoxine  bediente  ich  mich 
einer  cholera-alkalischen  Fleischwasserbouillon  mit  5  Proz.  Pepton- 
zusatz, die  in  Röhrchen  zu  je  zirka  10  ccm  abgefüllt  und  mit  Paraf- 
finum  liquidum  überschichtet  wurde.  Vor  dem  Beimpfen  wurden  die 
Röhrchen  in  der  üblichen  Weise  ausgekocht.  Nach  verschieden  langem, 
meist  24-stündigem  Wachstum  wurde  die  Bouillon  durch  Eieselgur- 
Papierfilter  (Firma  Macherey,  Nagel  &  Co.,  Düren,  Sorte  Nr.  660)  an- 
nähernd keimfrei  filtriert.  Absteigende  Mengen  des  Filtrats  (Volumen 
0,5  ccm)  wurden  dann  mit  0,5  ccm  einer  5-proz.  Aufschwemmung  ge- 
waschener Blutkörperchen  und  0,5  ccm  physiologischer  Kochsalzlösung 
versetzt;  das  Resultat  wurde  nach  einstündigem  Aufenthalt  im  Brut- 
schrank bei  37  ^  abgelesen.  Für  die  Blutaufschwemmung  wurden  meist 
Meerschweinchen-  oder  Kaninchenblutkörperchen  benützt. 

Für  die  Blutplatten  verwendete  ich  nach  der  ZEissLERschen  Vor- 
schrift cholera-alkalischen  Agar  mit  und  ohne  Zusatz  von  2  Proz. 
Traubenzucker ;  4  Teile  Agar  wurden  mit  1  Teil  defibrinierten  Menschen- 
blutes gemischt  und  in  Platten  gegossen.  Nach  der  Beimpfung  wurden 
die  Platten  in  den  BoTKiNschen  Apparat  gebracht  und  nach  24-  und 
4«-stündigem  Wachstum  protokolliert. 

Die  auf  diese  Weise  auf  Hämolysinbildung  geprüften  Gasbrand- 
stämme wurden  außerdem  zur  Kontrolle  auf  ihr  morphologisches  und 
kulturelles  Verhalten,  sowie  auf  ihre  Meerschweinchenpathogenität  unter- 
sucht, um  den  ^kulturell-technischen  und  kulturell-biologischen  Grund- 
fragen^, auf  die  Zeissler  ')  so  großen  Wert  legt,  hinreichend  Genüge 
zu  leisten.  Besonderer  W^ert  wurde  auf  den  Nachweis  der  Geißeln  ge- 
legt, für  deren  Darstellung  ich  die  ZETTNOWsche  Methode  benützte. 
Die  Virulenz  für  Meerschweinchen  wurde  durch  subkutane  Verimpfung 
24-stündiger  Bouillonkulturen  ermittelt. 


1)  Bei    der  Anstellung   meiner  Versuche   waren   mir  Erl.  E.  Kbügrr 
und  fSrl.  G.  Siegbl  in  dankenswerter  Weise  behilflich. 

2)  Med.  Klin.,  1918,  Nr.  24,  S.  592. 
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Die  folgende  Tabelle  1  gibt  eine  Uebersicht  Aber  die  von  mir 
untersuchten  Stämme  und  ihre  Eigenschaften.  Daraus  geht  nun  zu- 
nächst hervor,  daß  nur  etwa  der  vierte  Teil  der  untersuchten 
Stämme  ein  filtrierbares  Hämolysin  bildet,  während 
auf  der  Blutplatte  ohne  Traubenzuckerzusatz  bei  den 
meisten  Stämmen  eine  mehr  oder  weniger  starke  Hämo- 
lyse  nachweisbar  war.  Die  Bildung  filtrierbarer  Hämolysine  ist 
aber  nicht  fflr  einen  bestimmten  Typus  von  Gasbranderregern  charakte- 
ristisch. Ist  die  Produktion  löslicher  Hämotoxine  auch  vorzugsweise 
bei  den  unbeweglichen,  bzw.  bei  solchen  Stämmen  feststellbar,  bti 
denen  der  Geißelnachweis  nicht  gelang,  so  fand  ich  doch  eine  Reihe 
begeißelter  Stämme  (Nr.  4,  35,  64,  66,  105),  die  nach  ihren  kulturellen 
Eigenschaften  (Wachstum  auf  Milch,  Serum,  Hirnbrei)  dem  Rausch- 
brandtypus zuzurechnen  sind  und  denen  die  Hämolysinbildung 
ebenfalls  zukommt.  Im  Gegensatz  zu  P.  Eisenberg^) 
und  S.  Costa  und  J.  Troisier^)  gehen  Tierpathogenität 
und  Hämotoxinbildung  keineswegs  parallel,  so  wenig  dies 
bei  anderen  Bakterienarten,  z.  B.  den  Streptokokken  der  Fall  ist  Auch 
zwischen  der  Produktion  von  echten  Toxinen,  wie  sie  Klose,  sowie 
M.  FiCEER  zuerst  dargestellt  haben,  und  der  Bildung  von  Hämotoxinen 
besteht  kein  Parallelismus.  Bei  unserem  Stamm  5,  mit  dem  wir  einige- 
mal ein  im  Mäuse-  und  Meerschweinchenversuch  stark  wirksames  Toxin 
darstellen  konnten,  sowie  bei  dem  uns  von  Geheimrat  Ficker  gfitigst 
überlassenen  toxinbildenden  Stamm  139  konnte  ich  weder  durch  Züch- 
tung auf  der  Blutagarplatte  noch  in  den  Bouillonkulturfiltraten  hämo- 
lytische Stoffe  feststellen.  Bei  dem  stark  virulenten,  dem  Rauschbrand- 
typus angehörigen  Stamm  67  gelang  weder  der  Toxin-  noch  der 
Hämotoxinnachweis.  Andererseits  erwiesen  sich  stark  hämolysinbildende 
Stämme  im  Tierversuch  nur  wenig  oder  gar  nicht  pathogen  (Stämme 
Nr.  3,  62,  101,  104,  109,  131,  135). 

Wie  aus  Tabelle  1  ferner  hervorgeht,  wachsen  die  Bakterien  der 
sogenannten  WELCH-FRAENKELschen  Gruppe,  d.  h.  die  unbeweglichen 
Typen,  bzw.  solche  Stämme,  deren  Geißeln  nicht  nachzuweisen  waren, 
auf  zuckerfreien  Menschenblutplatten  in  der  von  Zeissler  angegebenen 
Weise,  mit  Ausnahme  vom  Stamm  111,  der  sich  sonst  in  jeder  Be- 
ziehung als  typischer  Vertreter  dieser  Gruppe  erwies,  bei  dem  aber 
keine  Hofbildung  auf  der  Blutplatte  zu  beobachten  und  kein  lösliches 
Hämotoxin  in  dem  Bouillonfiltrat  nachweisbar  war.  Charakteristisch 
ist  das  Wachstum  der  sogenannten  WELCH-FRAENEELschen  Bakterien 
auf  zuckerfreien  Blutplatten  jedenfalls  nicht,  wie  auch  schon  Zeissler 
angibt    Ganz  abweichend  von  Zeisslers  Befunden  sind 


1)  1.  c. 

2)  1.  c. 
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jedoch  meine  Resultate  mit  der  Menschenblnt-Traaben- 
zncker-Agarplatte.  Während  nach  Zeissler  das  Wachstum  in 
Form  grflner  Kolonien  mit  braunem,  trübem  Hof  ausschließlich  den 
unbeweglichen»  bzw.  unbegeiüelten  Bacillen  zukommt,  fand  ich  unter 
den  von  mir  geprüften  50  Stämmen  außer  10  unbegeißelten  Kulturen 
7  begeißelte  Stämme  vom  Rauschbrand-  bzw.  Putrifi- 
custypus  (Nr.  35,  64  66,  105,  112,  142,  155),  die  ganz  genau 
dasselbe  Wachstum  aufwiesen.  Ebensowenig  zutreffend  ist  die 
von  Zeissler  aufgestellte  Behauptung,  daß  das  von  ihm  als  Wuchs- 
form III  bezeichnete,  diffuse  rasenförmige  Wachstum  auf  der  Blutplatte 
fQr  den  Rauschbrandtypus  charakteristisch  sei,  wie  aus  der  Tabelle  1 
hervorgeht.  Ich  konnte  ebensowenig,  wie  für  die  sogenannten  Welch- 
FRAEKKELschen  Gasbrandbakterien  ein  für  die  Rauschbrandbacillen 
typisches  Wachstum  auf  der  Menschenblutplatte  feststellen.  Das  Wachs- 
tum der  Gasbrandbakterien  auf  dem  von  Zeissler  empfohlenen  Nähr- 
boden ist  demnach  nur  ein  weiterer  Beweis  für  die  Variabilität  dieser 
Bakteriengruppe  und  für  eine  scharfe  Abgrenzung  der  verschiedenen 
Typen  absolut  nicht  ausschlaggebend. 


Tabelle  1. 

Bildung 

Wachstum  auf  Biutplatte') 

Stamm 

Typus  ^) 

Geißel- 

Meerschweinchen- 

von 

ohne 

mit 

Nr. 

befund 

pathogenität 

filtrierbarem 

Trauben- 

Trauben- 

Hämolysin 

zucker 

zucker 

1 

P. 

+ 

5,0  com  lebt 

0 

0 

2 

F. 

2,0     r,    tot    5 
1,0     „    lebt 

+ 

+ 

grün 

3 

F. 

— 

5,0     ,    tot    1 
2,0     ,    lebt 

+ 

+ 

,» 

4 

R. 

•      + 

1,0     ^    tot   2 
0,5     ,    lebt 

+ 

+ 

0 

5 

B. 

+ 

0,01   «    tot    2 
0,005,,    tot    3 

— 

+ 

+ 

6 

P. 

+ 

5,0     „    lebt 

— 

0 

0 

10 

P. 

+ 

5,0     ,      „ 

— 

+ 

+ 

11 

P. 

+ 

5.0     „      , 

— 

+ 

+ 

35 

B. 

+ 

1,0     r,    tot    2 
0,5     .    lebt 

+ 

+ 

grün 

52 

P. 

+ 

5,0     ,      „ 

.— 

+ 

+ 

53 

P. 

+ 

5,0     ,      , 

— 

+ 

57 

P. 

+ 

5,0     „      „ 

— 

— 

— 

60 

P. 

+ 

5,0     „      „ 

— 

0 

q 

62 

F. 

— 

5,0     „    tot    2 
2,0     „    lebt 

+ 

+ 

grün 

63 

P. 

+ 

5,0     „      „ 

— 

+ 

+ 

64 

R. 

+ 

2,0     „    tot    3 
1,0     „    lebt 

-h 

+ 

grün 

1)  Die  Abkürzungen  in  dieser  Spalte  bedeuten:  F.  =  Typus  Fraenkel,  B.  =  Bausch- 
brandtypus, P.  =  Putrificustypus. 

2)  Es  bedeuten:  -|-  =  Hämolyse  vorhanden,  —  =  keine  Hfimolyse,  0  =  nicht 
g|6wachsen,  grün:  das  von  Zeissler  als  für  die  FBAENKELschen  Bakterien  charakte- 
ristisch bezeichnete  Wachstum  auf  Menschenblut-Traubenzucker-Agar. 
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Bildaog 

Wachstam  anf  BlatpUtte 

Stamm 

TTpufl 

Geißel- 

MeerBchweinchen- 

von 

oline 

mit 

Nr. 

befand 

filtrierbarem 

Traube- 

Traaben- 

Hämolysin 

zncker 

zacker 

66 

B. 

+ 

2,0  ccm  tot   2 
1,0     „    lebt 

+ 

+ 

grün 

67 

R 

+ 

0,02  „    tot    2 
0,01   „     ,.     3 

— 

+ 

— 

68 

P. 

+ 

2,0     „     „     3 

— 

— 

— 

69 

R 

+ 

5,0     „    lebt 





0 

101 

F. 

5,0     „    tot    2 
2,0     „    lebt 

+ 

+ 

grün 

104 

F. 

— 

5,0     „    tot    2 
2,0     „    lebt 

+ 

+ 

« 

105 

B. 

+ 

1,0     „    tot   2 
0,5     „    lebt 

+ 

+ 

n 

106 

F. 

— 

3,0     „    tot    3 
2,0     „    lebt 

+ 

+ 

« 

109 

F. 



5.0     ..      „ 

+ 

+ 

ti 

111 

F. 

— 

5,0     „    tot   2 
2,0     „    lebt 

» 

112 

R. 

+ 

1,0     „    tot    2 
0,5     „    lebt 

— 

+ 

« 

117 

P. 

+ 

10,0     „    tot    6 
5,0     „    lebt 

— 

+ 

— 

118 

P. 

+ 

5,0     „      „ 



+ 

+ 

122 

B. 

+ 

5,0     „      „ 

•        __ 

0 

0 

123 

P. 

+ 

2,0     „    tot    2 
1,0     „    lebt 

— 

0 

0 

124 

R. 

+ 

2,0     „    tot    1 
1,0     „    lebt 

— 

+ 

+ 

126 

P. 

+ 

5,0     „    tot   2 
2,0     „    lebt 

— 

+ 

+ 

130 

P. 

+ 

5,0     „      „ 



— 

— 

131 

F. 

5,0     „      „ 

+ 

+ 

grün 

132 

R. 

+ 

5,0     „      „ 

— 

— 

— 

135 

F. 

5.0     „      „ 

+ 

+ 

grfln 

136 

B. 

+ 

2,0     „    tot    2 
1,0     „    lebt 

+ 

— 

137 

B. 

+ 

1,0     „    tot    3 
0,5     „    lebt 

— 

+ 

+ 

138 

B. 

+ 

5,0     „    tot    1 
2,0     „    lebt 

— 

— 

— 

139 

P. 

+ 

5,0     „    tot    3 
3,0     „    lebt 

— 

0 

0 

140 

B. 

+ 

5,0     „    tot    4 
2,0     „    lebt 

— 

— 

— 

141 

R. 

+ 

5,0     „      „ 



+ 

+ 

142 

P. 

+ 

2,0     ,,.    tot    1 
1,0     „    lebt 

— 

+ 

grün 

144 

B. 

+ 

2,0     „    tot    2 
1,0     „    lebt 

— 

+ 

+ 

147 

P. 

+ 

5,0     „    tot    10 
2.0     „    lebt 

— 

+ 

+ 

149 

P. 

+ 

7,5     „    tot    7 
5,0     „    lebt 

— 

+ 

+ 

155 

P. 

+ 

10,0     „    tot    2 
5.0     „    lebt 

— 

+ 

gran 

157 

P. 

+ 

10,0     „      „ 

— 

+ 

+ 

159 

P. 

+ 

7,5     „    tot    3 
5,0     „    lebt 

+ 
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Die  Blutagarplatte  hat  ihre  großen  Vorzüge  für  die  Gewinnung  von 
Reinkulturen  aus  Bakteriengemiscben.  Sie  ist  aber  keineswegs  dem 
seither  von  unsO  geübten  Verfahren  der  Züchtung  aus  einzelnen,  in 
Agarschüttelkulturen  (Burri- Röhrchen)  gewachsenen  Kolonien  über- 
legen. Unsere  durch  mehrfach  erfolgte  Umzüchtung  und  Isolierung 
gewonnenen  Kulturen  erwiesen  sich  im  Plattenversuch  durchweg  als 
rein  und  einheitlich.  Statt  Menschenblut  kann  übrigens  geradeso 
gut  Kaninchenblut,  nach  J.  Zeissler')  Pferde-  oder  Schaf blut  als 
Zusatz  zum  Agar  benutzt  werden. 

Was  die  filtrierbaren  Hämotoxine  anlangt,  so  verwendete  ich  zu 
deren  Darstellung  5-proz.  Peptonbouillon,  nachdem  sich  bei  mehreren 
Stämmen  gezeigt  hatte,  daß  bei  geringerem  oder  stärkerem  Peptonzusatz 
die  Hämolysinbildung  geringer  ist.  Traubenzuckerzusatz  zur  Bouillon 
verhinderte  bei  unseren  Stämmen  schon  in  der  Menge  von  1  Proz.  die 
Bildung  des  löslichen  hämolytischen  Giftes.  Züchtung  der  Gasbrand- 
bakterien auf  V.  HiBLERschem  Hirnbrei,  MARTiNscher  Bouillon  aus 
Schweinemagen  oder  auf  Bouillon  mit  Muskelstückchen  nach  Tarozzi 
lieferte  regelmäßig  negative  Resultate;  die  Filtrate  der  Kulturen  in 
diesen  Medien  enthielten  nie  eine  Spur  von  Hämotoxin.  Bei  Verwendung 
von  5-proz.  Peptonbouillon  sind  die  Hämotoxine  schon  nach  24-stündigem 
Wachstum  bei  37^  in  reichlicher  Menge  nachweisbar.  Das  Maximum 
wurde  bei  den  von  mir  untersuchten  Stämmen  stets  innerhalb  der  ersten 
3  bis  4  Tage  der  Bebrütung  erreicht,  nach  7-tägigem  Wachstum  war 
meist  nur  noch  sehr  wenig  und  nach  10  Tagen  kein  Hämotoxin  mehr 
vorhanden.  Bei  unseren  Stämmen  35,  66  und  insbesondere  101,  die 
sich  für  derartige  Versuche  besonders  eigaeten,  war  nach  24^8-stün- 
digem  Wachstum  der  Hämotoxingehalt  des  Bouillonfiltrates  meist  ein 
derartiger,  daß  noch  0,5  ccm  einer  Verdünnung  1 :  40  oder  1 :  80  die- 
selbe Menge  einer  5-proz.  Meerschweinchenblutanfschwemmung  komplett 
lösten.  Während  es  aber  bei  manchen  Stämmen  regelmäßig  gelang, 
durch  Verimpfen  auf  5-proz.  Peptonbouillon  filtrierbare  Hämolysine  zu 
erbalten,  ist  mir  dies  bei  einigen  anderen  Stämmen  nur  manchmal  ge- 
glückt. Derartige  Schwankungen  finden  sich  bei  diesen,  den  Fäulnis- 
bakterien nahestehenden  Mikrorganismen  ja  auch  in  anderer  Beziehung, 
z.  B.  bezüglich  der  Bildung  löslicher  Toxine.  Kleinste  Differenzen  in 
der  Zusammensetzung  der  Nährböden  mögen  wohl  die  Ursache  für 
dieses  wechselnde  Verhalten  sein. 

Die  Empfindlichkeit  der  verschiedenen  Blut^rten  gegenüber  dem 
Gasbrandhämotoxin  zeigt  die  folgende  Tabelle  2,  die  das  Protokoll  eines 
in  der  oben  angegebenen  Art  angestellten  Versuches  wiedergibt.  Als 
Hämotoxinlösung  diente  hier  das  Filtrat  einer  24-stündigen  Bouillon- 


1)  Med.  Klinik,  1918,  Nr.  12. 

2)  Deutsche  med.  Wochenschr.,  1918,  Nr.  34,  S.  942. 
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kultar  des  Stammes  101,  der  sich  als  unser  stärkster  Hämotoxinbildner 
erwiesen  hat.  Versuche,  die  mit  Filtraten  anderer  Stämme  angestellt 
wurden,  ergaben  ähnliche  Resultate. 

Tabelle  2'). 

Absteigende  Mengen  Filtrat  einer  24-8tundigen  Boaillonkultnr  von  Stamm  101  (Vo- 
lumen 0,5  ccm)  +  0,5  ccm  physiologische  Kochsaizlöeung  +  0,5  ocm  5-proK.  Blat- 
aufschwemmung  yerachiedener  Tierarten. 


Bouillon- 
filtrat 

a 
1 
1 

1 
g 

Hund 

•1=    .S'      o 

Rind 
Katze 
Pferd 

i 

Maus 

1 

.§ 

V,  •  0^ 

1              1 

k.  1  k.    k. 

k.    ,  k.    1    k. 

k. 

k. 

m. 

Sp. 

0^5 

k. 

k.    k.     k. 

k.  ;  k.  '    k. 

k. 

1      8k- 

w. 

ü 

0,1 

k. 

k. 

k.       k. 

k. 

k.    '     k. 

k. 

W. 

'S- 

0 

V,.  •  0,5 

k. 

k. 

k.    1  k. 

k. 

k.    ■    ßt. 

w. 

1   Sp. 

1    V 

0,25 

k« 

k.     f.  k.    m. 

m. 

m.  ,    w. 

Sp. 

ISpch. 

1     0 

0 

0 

V«  -0,5    '  k. 

k. 

'  f.  k. 

et.  1  m. 

w. 

w.     8p. 

SpcL 

Spch. 

0 

n 

0,25!  m. 

Bt. 

w. 

w.  '  Sp. 

ÖD. 

0 

Sp.  1    Ü 

0 

0 

,     0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

ö 

0*^ 

0 

0 

0 

0 

0 

ö 

1)  Die  Abkürzungen  in  dieser  und  der  folgenden  Tabelle  bedeuten :  k.  =  kom- 
plette, f.  k.  =  fast  komplette,  st.  =  surke,  m.  =  mäßig,  w.  =  wenig,  Sp.  =  Spur, 
Spch.  =  Spürchen,  0  =  keine  Hämolyse. 


Am  empfindlichsten  sind  Schweine-  und  Menschenblutkörperchen : 
Hühner-  und  Froscherythrocyton  werden  durch  die  Gasbrandhämotoxine 
nur  wenig  beeinflußt.  Ich  verwendete  bei  meinen  Untersuchungen  fast 
stets  Meerschweinchen-  oder  Kaninchenblutaufschwemmungen,  da  diese 
am  einfachsten  zu  beschaffen  waren. 

Die  Gasbrandhämotoxinlösungen  sind,  wie  Kamen,  Eisenberg, 
sowie  Costa  und  Troisier  schon  hervorgehoben  haben,  sehr  wenig 
haltbar.  Beim  Stehen  im  Zimmertemperatur  sind  in  5  Tagen  nur  noch 
Spuren  nachweisbar;  im  Eisschrank  erfolgt  der  Abbau  des  Giftes  lang- 
samer, doch  verlieren  die  Filtrate  auch  hier  schon  nach  etwa  8  bis 
10  Tagen  ihre  Wirksamkeit  ziemlich  vollständig.  Die  Angabe  vod 
L.  Kamen,  daß  die  Filtrate  ihre  hämolytische  Wirksamkeit  bis  zo 
37«  Monaten  bewahren,  konnte  ich  nicht  bestätigen.  Nach  30-stündigem 
Stehen  bei  37^  enthalten  die  Filtrate  noch  Spuren  von  wirksamem 
Hämotoxin,  während  durch  48-stfindigen  Aufenthalt  im  Brutschrank 
ihre  blutauflösenden  Eigenschaften  vollständig  verloren  gehen.  Durch 
stärkere  Wärmeeinwirkung  wird  der  Zersetzungsprozeß  beschleunigt 
wie  das  in  Tabelle  3  dargestellte  Versuchsprotokoll  zeigt.  Halbstündiges 
Erwärmen  auf  50^  bringt  die  hämotoxische  Wirkung  der  Bouillon- 
filtrate  vollständig  zum  Verschwinden.  Durch  Toluolzusatz  wird  die 
Abschwächung  des  Giftes  nicht  verzögert,  sondern  im  Gegenteil  be- 
schleunigt. 
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Tabelle  3. 

Filtrat   einer  24-stÜDdigeD  Bouillonkultur  des  StammeB  66,  geprüft  auf  Hamotoxin- 

f  ehalt  nach  halbstündigem  Erwärmen  auf  verschiedene  Temperaturgrade.  Absteigende 
_  f engen  Filtrat  (Volumen  0,5  ccm)  +  0^  ccm  physiologische  Kochsalzlösung  +  0,5  com 
5-proz.  Meerschweinchenbiutaufscnwemmung. 


Meogen 

nicht 

V.  Std. 

V.  Std. 

V,  std. 

V,  Std. 

v,  std. 

V,  Std. 

Filtrat 

erwärmt 

37" 

40« 

42* 

45« 

48«' 

50« 

V,    -0,5 

k. 

k. 

k. 

k. 

f.  k. 

0 

•0^5 

k« 

k. 

k. 

k. 

f.  k. 

Bt. 

0 

•0,1 

ka 

k. 

k. 

f.  k. 

m. 

W. 

0 

V,.  •  0,5 

St. 

m. 

w. 

w. 

Sp. 

0 

•0,25 

St. 

m. 

w. 

Sp. 

t 

Spch. 

0 

' '« •  95 

w. 

Sp. 

Spch. 

Spch. 

•o 

0 

•  0,25 

Sp. 

Spch. 

Spch. 

0 

0 

0 

0 

Von  prinzipieller  Bedeutung  war  die  Beantwortung  der  Frage,  ob 
die  blatauflösenden  Sekretionsprodukte  der  Gasbrandbakterien  echte 
Hämotoxine  mit  antigenen  Eigenschaften  darstellen.  In  Normal- 
serum  verschiedener  Tiere  sind  Antilysine,  die  gegen 
die  6  asbrandhämotoxine  gerichtet  sind,  zum  Teil  in  er- 
heblicher Menge  nachweisbar.  Besonders  stark  wirksam 
hat  sich  in  dieser  Beziehung  das  Rinderserum  erwiesen,  von  dem 
Viooo  ocm  bei  der  von  mir  gewählten  Versuchsanordnung  die  Hämolyse 
der  Meerschweinchenblutaufschwemmung  durch  die  doppelte  sicher 
lösende  Filtratmenge  noch  vollständig  verhinderte.  Etwas  weniger 
wirksam  waren  Menschen-,  Pferde-  und  Schweineserum,  noch  schwächer 
Kaninchen-  und  Meerschweinchenserum.  Es  gelang  mir  aber  nicht, 
weder  durch  Injektion  von  Vollkulturen  noch  von  hämolytisch  stark  wirk- 
samen Bouillonkulturfiltraten  oder  von  gewaschenen  Gasbrandbakterien 
hämolytischer  Stämme  bei  Kaninchen  eine  Steigerung  dieser  Normal- 
Antihämolysine  zu  erzielen.  Das  im  Gebrauch  befindliche,  von  Pferden 
gewonnene  Gasödemserum,  das  durch  Injektionen  von  Vollkulturen 
oder  Gasbrandtoxinen  hergestellt  wird,  zeigt  im  Vergleich  mit  Normal- 
pferdeserum auch  keine  Steigerung  seines  normalen  Antihämotoxin- 
gehaltes. 

Infolge  der  Unmöglichkeit  der  Gewinnung  von  Antihämolysinen 
mittels  der  aktiven  Immunisierung  mußte  die  Frage  nach  der  Einheit- 
lichkeit oder  Vielheit  der  von  den  verschiedenen  Gasbrandstämmen 
erzeugten  Hämotoxine  offen  gelassen  werden.  Die  Angabe  Eisen- 
bergs, daß  durch  Stehen  unwirksam  gewordene  Gasbrandhämotoxin- 
lösungen  als  Lysinoide  mit  verstärkter  Avidität  wirken  und  die  Rezep- 
toren der  Blutkörperchen  verstopfen  können,  so  daß  nachträglich  oder 
gleichzeitig  zugesetztes  wirksames  Hämotoxin  seine  Wirkung  nicht  ent- 
falten kann,  konnte  ich  leider  nicht  bestätigen.  Zutreffendenfalls  wäre 
es  sonst  vielleicht  auf  diesem  Wege  durch  kreuzweise  Versuche  mit 
Hämotoxinen  bzw.  Toxoiden  verschiedener  Provenienz  möglich  gewesen, 
festzustellen,  ob  ihr  Rezeptorenapparat  Unterschiede  aufweist  oder  nicht. 
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Zasammenfassuiig. 

1)  Die  meisten  der  bei  Gasödem  (Gasbrand,  Gasphlegmone)  ge- 
fundenen Anaörobier  wirken  auf  der  Blutplatte  hämolytisch.  Ein  Teil 
der  Stämme,  insbesondere  die  unbeweglichen,  bzw.  unbegeißelten  Bak- 
terien sezernieren  bei  Züchtung  in  geeigneten  Nährböden  (5-proz.  Pep- 
tonbouillon)  ein  filtrierbares,  aber  sehr  wenig  haltbares  Hämotoxin. 

2)  Das  Gasbrandhämotoxin  hat  offenbar  keine  antigenen  Eigen- 
schaften. Die  Frage,  ob  es  sich  bei  den  verschiedenen  Stämmen  um 
ein  einheitliches  Gift  oder  um  eine  Vielheit  von  Giften  handelt,  bleibt 
unentschieden. 

3)  Hämotoxinbildung,  Virulenz  sowie  die  Produktion  echter  Toxine 
gehen  bei  den  Bakterien  der  Gasödemgruppe  nicht  parallel. 

4)  Der  von  Zeissler  zur  Differenzierung  der  verschiedenen,  bei 
Gasödemerkrankung  des  Menschen  gefundenen  Bakterientypen  emp- 
fohlene Menschenblut-Traubenzucker-Agar  ist  für  diesen  Zweck  unge- 
eignet. Eine  Einteilung  der  Gasbrandbakterien  auf  Grund  ihres  hämo- 
lytischen Verhaltens  ist  nicht  möglich. 

5)  Die  Untersuchungen  zeigen,  ebenso  wie  die  Toxinversuche,  die 
Variabilität,  adaptive  Anpassung  und  leichte  BeeinfluBbarkeit  der  bio- 
logischen Eigenschaften  der  Gasbrandbakterien,  die  sich  auch  dadurch 
als  nicht  zur  Gruppe  der  echten,  mit  konstanten  Eigenschaften  ausge- 
statteten Infektionserreger  gehörig  erweisen,  sondern  als  Saprophyten, 
die  sich  den  verschiedensten  toten  Nährmedien  anzupassen  vermögen. 
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Die  Hämotoxine 
der  Oasbrandbakterien 

(2.  Mitteilung) 

Von 
Dr.  H.  SchloBberger 


Aas  dem  Georg  Speyer-Hause  zo  Frankfurt  a.  M. 
(Direktor:  Geh.  Medizinalrat  Prof.  Dr.  W.  Kolle). 


in  eioer  früheren  Mitteilung  über  die  Hämotoxine  der  Gasbrand- 
bakterien ^)  habe  ich  bereits  hervorgehoben,  daß  von  etwa  dem  4.  Teil 
der  von  mir  untersuchten,  den  verschiedenen  Typen  angehörenden 
tna6roben  Gasbrandstämmen  filtrierbare,  thermolabile,  auf  verschiedene 
Blutarten  ungleich  stark  wirkende  hämolytische  Stoffe  gebildet  wurden. 
Weiter  habe  ich  damals  betont,  daß  diese  Fähigkeit  nicht  nur  einem 
der  verschiedenen  Gasbranderregertypen  zukommt,  sondern  daß  so- 
wohl unter  den  unbegeißelten  wie  auch  unter  den  be- 
geißelten Stämmen  solche  zu  finden  sind,  die  filtrierbare 
Hämotoxine  bilden,  während  den  meisten  Stämmen  beider  Kate- 
gorien diese  Fähigkeit  abgeht.  Einen  Parallelismus  zwischen  Hämo- 
toxinbildung  und  Virulenz,  wie  er  von  manchen  Autoren  angegeben 
wnrde,  konnte  ich  nicht  feststellen. 

Im  weiteren  Verlauf  der  Untersuchungen,  die  unter  Mitwirkung 
▼on  Fräulein  E.  KrOoer  ausgeführt  wurden,  ergab  sich,  daß  die  in 
den  Bouillonkulturfiltraten  der  betreffenden  Gasbrandstämme  vor- 
handenen Hämotoxine  durch  die  empfindlichen  Blutkörperchenarten 
schon  bei  0  ^  gebunden  werden,  während  die  hämolytische  Wirkung  erst 
in  der  Wärme,  am  raschesten  bei  37  ^  eintritt  Die  Hämotoxine  sind 
weder  durch  Aether  noch  durch  Chloroform  extrahierbar,  sie  werden 
jedoch  durch  Ammonsulfat  ausgefällt.  Durch  nachträglichen  Pepton- 
zasatz  zu  den  Filtraten  wird  deren  Wirkung  im  Gegensatz  zu  manchen 
uideren  bakteriellen  Hämolysinen  nicht  verstärkt. 

Schon  die  Tatsache,  dafi  nur  ein  Teil  der  Gasbrandbakterien  filtrier- 
hare  Hämotoxine  bildet,  spricht  gegen  die  ADuahme  von  Mo  Campbell  f), 
der  die  hämolytischen  Stoffe  des  Bacillus  perfringens  («a  Welch- Frabnkbl- 
scher  Typus)  mit  der  von  diesen  Bakterien  gebildeten  Buttersäure  identi- 


1)  Arb.  a.  d.  Egl.  Inst  f.  exp.  Therapie.  Frankfurt  a./M.,  H.  6,  1919, 
8.  83. 

2)  Journ.  of  infect.  diseases,  Vol.  6,  1909,  S.  637. 
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fixiert.  Wie  bereits  Obassbbbobr  und  Schattbnfroh  ^)  gexeigt  haben, 
bilden  alle  Oasbrand bakterien  Bottersfture;  außerdem  stehen,  wie  ichdareh 
▼ergleichende  Untersuchungen  nachweisen  konnte,  Hämolysingehah 
undAzidit&t  der  Bouillonkulturen  in  absolut  keinem  Ver- 
hältnis zueinander.  Der  Siedepunkt  der  Bntters&ure  liegt  andern  bei 
162,5  ®,  während  bereits  durch  halbstündiges  Erhitzen  auf  50*  die  Qu- 
brand-Hftmotoxine  vollkommen  unwirksam  werden.  Durch  Neutralisiem 
der  sauer  reagierenden  h&motoxinhaltigen  Bouillonkulturfiltrate  der  Ter- 
schiedenen  Gasbrandst&mme  bis  zum  Phenolphthalein-Neutralpunkt  mitteb 
Y^Q-Normalnatronlaoge  wird  die  hämolytische  Wirkung  in  manchen  Fallen 
ein  wenig  herabgesetzt,  durch  nachträgliches  Zufügen  der  entsprechenden 
Menge  von  Yio'^^^"^^^^^^^^^^®  vollkommen  wiederhergestellt.  Dies  be- 
weist jedoch  höchstens  nur  so  viel,  daß  zam  Zustandekommen  der  hämo- 
lytischen Wirkung  ein  gewisser  Säuregrad  erforderlich  ist. 

Die  im  normalen  Rinder-,  Menschen-  und  Pferdeserum  in  größerer 
Menge  vorhandenen,  gegen  die  Gasbrandhämatoxine  gerichteten  Anti- 
körper sind  ebenfalls  weder  durch  Aether  noch  durch  Chloroform  ex- 
trahierbar, sind  also  auch  keine  lipoidartigen  Substanzen.  Auch  in 
der  normalen  Kuhmilch  sind  geringe  Mengen  Antihämotoxin  vorhanden« 
die  durch  Entfetten  der  Milch  mittels  Aether  aus  dieser  nicht  ent- 
fernt werden.  Beim  Ausfällen  des  Serums  mit  der  gleichen  Menge  g^ 
sättigter  wässeriger  Ammonsulfatlösung  gehen  die  Antihftmotoxine  in 
den  Globulinniederschlag  über,  wie  dies  schon  M.  ▼.  Eislbr'),  von 
dem  im  normalen  Pferdeserum  vorhandenen  Antitetanolysin  feststellen 
konnte.  Durch  Ausfällen  der  Kalksalze  mittels  Natriumoxalat  werden 
die  Antihämotoxine  in  ihrer  Wirkung  nicht  beeinträchtigt 

Trotz  zahlreicher  Versuche  war  es  mir  anfangs  nicht  gelungen, 
durch  Immunisieren  von  Kaninchen  ein  Antiserum  gegen  die  Hfimo- 
lysine  der  Gasbrandbakterien  herzustellen.  Aus  diesem  Grunde  war 
es  mir  auch  nicht  möglich  gewesen,  die  Frage,  ob  die  Hämotoxine  der 
verschiedenen  Gasbrandstämme  identisch  sind  oder  nicht,  zu  ent- 
scheiden. Nach  zahlreichen  weiteren  vergeblichen  Versuchen  ist  es 
mir  nun  aber  doch  geglückt,  durch  intravenöse  Injektionen 
von  stark  hämolytisch  wirkenden  Bouillonknltor- 
filtraten  unseres  Stammes  66  (Rauschbrandtypus)  ein  sehr 
wirksames  Antihämotoxin  zu  erhalten.  Unter  12  Kaninchen, 
die  der  Immunisierung  unterzogen  wurden,  reagierten  nur  zwei 
(Kaninchen  Nr.  340  und  356)  mit  reichlicher  Bildung  von  Antikörpern: 
bei  einigen  anderen  Kaninchen  war  im  Verlauf  der  Immunisierung 
eine  ganz  geringe  Zunahme  der  bereits  normalerweise  in  unbedeutender 
Menge  vorhandenen  Antihämotoxine  zu  beobachten;  bei  den  meisten 
Tieren  war  keine  Erhöhung  des  Titers  zu  erzielen. 


1)  Arch.  f.  Hyg.,  Bd.  60,  1907,  S.  40. 

2)  Wien.   klin.  Wochenschr.,    1906,   8.  207,    und   Zeitschr.   f.  exper. 
Pathol.,  Bd.  3,  1906,  8.  296. 
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Die  Sera  von  Kaninchen  340  nnd  356  wurden  sowohl  gegenflber 
dem  homologen  Hämotoxin  (Stamm  66)  wie  gegenüber  den  Hämo- 
toxinen der  übrigen  13  in  den  früheren  Versuchen  als  wirksam 
befundenen  Stämme  (Stämme  Nr.  2,  3,  4,  35,  62,  64,  101,  104,  105, 
106,  109,  131,  135)  ausgewertet.  Zum  Vergleich  wurde  Serum  Ton 
denselben  Tieren,  yor  Beginn  der  Immunisierung  entnommen,  heran- 
gezogen. 

Die  Auswertung  der  Sera  geschah  in  der  Weise,  daß  gleichbleibende 
Mengen  Bouilloukulturfiltrat  (doppelte  komplett  ]Ö8eiide  Dosis,  Vol.  0,5  ccm) 
mit  fallenden  Dosen  des  antilytisch  wirkenden  Serums  (Vol.  0,5  ccm)  ver- 
setzt wurden.  Nach  V4'BtüDdigem  Stehen  bei  Ziinmertemperatur  erfolgte 
der  Zusatz  von  0,5  ccm  einer  5-proz.  AufscLwemmuDg  von  gewaschenen 
Meerschweinchenblutkörperchen.  Das  Resultat  wurde  nach  l-stUndigem 
Stehen  bei  37^  notiert. 

Dabei  ergab  sich,  daß  die  Sera  von  Kaninchen  Nr.  340  und  356 
gegenüber  allen  geprüften  heterologen  Gasbrandhämo- 
toxinen  die  gleiche  Wirksamkeit  wie  gegenüber  dem  zur 
Immunisierung  verwendeten  Hämotoxin  desStamme866 
erworben  haben  (vgl.  Tabelle  1).  Bakteriellen  Hämotoxinen  an- 
derer Provenienz,  speziell  dem  Tetanolysin  gegenüber,  waren  die  Sera 
▼ollständig  unwirksam.  Nach  den  Befunden  bei  anderen  Bakterien 
zeigen  die  Antil7sine  zwar  nicht  dieselbe  Spezifität  wie  etwa  Agglu- 
tinine,  komplementbindende  oder  bakteriolytische  Antikörper,  denn  es 
wird  z.  B.  das  Hämotoxin  des  Vibrio  El  Tor  auch  durch  das  Anti- 
hämotoxin  des  Vibrio  Nasik  neutralisiert^).  Die  Tatsache  jedoch,  da£ 
die  von  verschiedenen  begeißelten  und  unbegeißelten 
Oasbrandbakterien  Stämmen  gebildeten  Hämotoxine  durch 
das  mit  einem  Stamm  hergestellte  Immunantilysin  in  den  gleichen 
Mengenverhältnissen  neutralisiert  werden,  berechtigt  trotzdem  zu 
dem  Schluß,  daß  wir  es  bei  den  verschiedenen,  bei  der 
menschlichen  Oasbranderkrankung  gefundenen  und  be- 
schriebenen anaöroben  Bakterien  zum  mindesten  mit 
sehr  nahe  verwandten  Arten,  wenn  nicht  mit  Spielarten 
einer  einzigen  Bakterienart  zu  tun  haben,  wie  dies  auf 
Orund  der  morphologischen,  kulturellen,  immunisatorischen  und  tier- 
pathogenen Eigenschaften  wahrscheinlich  ist').  Die  scharfe  Ab- 
grenzung des  unbegeißelten  Bacillus  phlegmonös  em- 
physematosae  als  Bacillus  sui  generis  von  den  begeißelten 
Bacillen   des   malignen   Oedems,   wie  sie   Eugen  Frabnkbl 

1)  £.  Przibram  in  Kollb-Wassbbmann,  Handb.  d.  pathog.  Mikro- 
organismen, 2.  Aufl.,  Bd.  2,  S.  1328. 

2)  W.  EoLLB,  H.  EiTz  und  H.  Schlossbbrovb,  Med.  Klinik,  1918» 
Nr.  12,  24  u.  85.  —  W.  Eollb,  H.  Sachs  und  W.  Oboroi,  Deutsche  med. 
Wochenschr.,  1918,  Nr.  10,  und  Zeitschr.  f.  Hyg.,  Bd.  86,  1918. 
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Tabelle  1'). 

Senim  Kaninchen  340  a)  tot  der  Immunwiening.   b)  nach  Abachlnfi  der  Immoii- 
tiemnff  (*/«  Stunde  55*).  in  fallenden  Mengen  (Voinmen  0,5  ccm)  +  doppelte  kon- 
löaende  Doeis  von  fiouilion-Kuiturfilt raten  (Volumen  0,5  ocm)  folgende  Qv- 

brandtftämme: 


platt 


Stamm- 
Nr. 

Typo. 

Einfach  komplett  löeeode  Dosia  fOr 
0,5  ocm  6-pros.  Meerechireinchenblat 

2 

3 

4 

36 

62 

64 

66 

101 

104 

105 

106 

10» 

131 

136 

Fraenkel 

Banschbrand 

Fraenlel 
BaoBchbrand 

Ftaenlel 

Rauechbrand 
Fraenkel 

»1 
1» 

19 

0,1      ocm 
0.06      „ 
0.08      „ 
0,06      „ 
0.1        „ 
0.05      „ 
0,026    „ 
0,25      „ 
0,08      „ 
0.012    „ 

S'^      " 
0,5        „ 

0,05      „ 

0,25      „ 

Nach  Vi-Btündigem  Stehen  bei  Zimmertemperatur  Zusatx  von  0,5  ocm  5-pioi.  Abi 
Bchwemmung  von  Meerschweinchen- Ery throcyten. 


Bouillon kuUurfiltrate  von 

Berum 
Kan.  340 

Stamm  2 

St  3 

St.  4 

bt.  35 

St.  62 

St.  64  1  St  66 

a 

b 

a 

b 

a 

b 

Ä 

b 

a 

b 

a 

b 

a     b 

1.  V40   -0,5 

k. 

0 

k. 

0 

k. 

0 

0 

0 

k. 

0 

k.  '  0 

2.           0.25 

k. 

0 

0 

k. 

0 

0 

k. 

0 

k. 

0 

k.     0 

3.  V,^  .0,5 

k. 

0 

0 

k. 

0 

0 

t. 

0 

k. 

0 

k.     0 

4.   "~    0.25 

k. 

0 

0 

k. 

0 

0 

t. 

0 

k. 

0 

k.     0 

6.  V«o-0,5 

k. 

w. 

Sp. 

k. 

8p. 

w. 

K. 

0 

k. 

8p. 

k.  ;  w. 

6.           0.25 

k. 

ßt. 

w. 

k. 

w. 

m. 

k. 

w. 

k. 

w. 

k.    m. 

7.  V«o-0,5 

k. 

fk. 

8t. 

k. 

fk. 

k. 

k. 

8t. 

k. 

fk. 

k.  IL 

8.           0.25 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

K. 

k. 

k. 

k. 

k.  Ik. 

9.           0,1 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k    k. 

10.            0 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k.    k. 

Serum 
Kan.  340 

Bouillon  kuUurfiltrate  von 

Stamm  101 

St  104  1  St  105 

St  106 

St  109 

St  131 

6tl3J 

a 

b 

a 

b 

a 

b 

a 

b 

a 

b 

a 

b 

a 

b 

1.  V«  -0^ 

k. 

0 

k. 

0 

k. 

0 

k. 

0 

k. 

0 

0 

k. 

0 

2.           0,25 

k. 

0 

k. 

0 

k. 

0 

t. 

0 

k. 

0 

0 

k. 

0 

8.  V,,o-0.5 

k. 

0 

k. 

0 

k. 

0 

If^ 

0 

k. 

0 

0 

k. 

0 

4.     '~    0.25 

k. 

0 

k. 

0 

k. 

0 

Km 

0 

k. 

0 

0 

k. 

0 

5.  V«i«  -05 

k. 

w. 

k. 

w. 

k. 

Sp. 

t. 

w. 

k. 

w. 

Sp. 

k 

8p. 

6.           0.25 

k. 

m. 

k. 

m. 

k. 

m. 

k. 

6t 

k. 

m. 

ro. 

k. 

w. 

7.  Vt«ai-W 

k. 

fk. 

k. 

fk. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

fk. 

k. 

fk. 

k. 

rt. 

8.           0,25 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

K« 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k 

k. 

9.            0,1 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

h. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

10.             0 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

L 

k. 

1)  Die  Abkürzungen  in  dieser  und  der  folgenden  Tabelle  bedeuten:  k.  skoo- 

Slette,  fk.  =  faBt  komplette,  st  =  starke,   m.  =  mäßig,  w.  =  wenig,  ßp.  =  ßpw. 
«=  keine  Hamolyse. 
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darchführen  will  and  wie  sie  neuerdings  wieder  von  J.  Zeissler^) 
Tertreten  wird,  bat  also  ancb  aus  diesem  Grande  keine  Be- 
r  echtigang. 

Za  bemerken  wäre  noch,  daß  durch  Erwärmen  von  antihämotoxin- 
haltigem  Serum  (Normalserum  vom  Pferd  etc.  oder  Immuoserum  von 
Kaninchen)  auf  höhere  Temperaturen  eine  mit  der  Steigerung  der 
Temperatur  fortschreitende  Abschwächung  der  antihämotoxischen  Wirk- 
tamkeit  eintritt,  wie  das  in  Tabelle  2  wiedergegebene  Protokoll  eines 
derartigen  Versuches  zeigt.  Die  neutralisierende  Wirkung  des 
Antilysins  auf  das  Gasbrandhämatoxin  folgt  dem  Gesetz 
der  multiplen  Proportionen. 


Tabelle  2. 

NormaleB  Pferdesemm,  mit  physiologiBcher  Kochsalzlösung  10- fach  verdünnt,  im  Wasser- 
bad  auf  yerschiedene  Temperaturen,  je  Vt  btunde  lang  erwärmt  Davon  fallende 
Uengen  (Volumen  0,5  ccm)  +  doppelt  lösende  Dosis  Hämotoxin  von  Stamm  66 
jVolumen  0,5  ccm);  nach  '^'^^i^i^digem  Btehen  bei  Zimmertemperatur  Zusatz  von 
O^ccm  einer  5-proz.  Aufccbwemmung  von  gewaschenen  MeerschweinchenblutkÖrpercfaeD. 


Serum 

Serum  V. 

Stunde  lang  erwärmt  auf 

nicht 

erwirml 

55» 

60« 

65» 

70» 

75» 

80»        85» 

90» 

1. 'A.     0.5 

0 

0 

0 

0 

1            I            1 

0       0    ;    0    !  ßp. 

w. 

1.           0^6 

0 

0 

0 

0 

0      1   Sp. 

8p. 

w. 

m. 

3.7«   -0.5 

0 

0 

0 

0 

0          w. 

w. 

St. 

k. 

4.           0.25 

0 

0 

0 

0 

8p.        m. 

fk. 

k. 

k. 

5.  V.»  -0.5 

0 

0 

0 

0 

w.         fk.         k. 

k. 

k. 

8.           0^5 

0 

0 

0 

0 

m.         k. 

k. 

k. 

k. 

7.  V.«    0.5 

8p. 

w. 

w. 

w. 

k.      1     k. 

k. 

k. 

k. 

8.           0.25 

w. 

m. 

m. 

St. 

k.          k.          k. 

k. 

k. 

9.  '1^0  fi 

fk. 

fk. 

k. 

k. 

k.     ;     k.     !    k. 

k. 

k. 

10.           0/i5 

k. 

k. 

k. 

k. 

k.          k.     :     k.     1     k. 

k. 

11.             0 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

k. 

.k. 

k. 

Znm  Schluß  sei  noch  erwähnt,  daß  es  ebenso  wie  beim  Tetano- 
lysin ')  bei  Heilversuchen  in  vitro  gelingt,  Blatkörperchen,  die  mit  Gas- 
brandhämotoxin  „vergiftet^  waren,  noch  einige  Zeit  nach  der  Ver- 
giftung durch  Zusatz  von  antihämotoxinhaltigem  Serum  vor  der  Auf- 
lösung zu  bewahren.   Die  Menge  des  zur  Heilung  erforderlichen  Serums 


1)  Aerztlicher  Verein  in  Hamburg,  Sitzung  vom  1.  Oktober  1918; 
Ref.  Deutsche  med.  Wochenscbr.,  1918,  Nr.  51,  S.  1440.  —  Zbisslbr  be- 
hauptet auf  Grund  seiner  Untersuch ungen  (Menschen  blut-Trau benzucker- 
Agarplatte)  unter  anderem,  daß  der  Unterschied  zwischen  den  begeißelten 
(Rausch brandtypns)  und  den  nicht  begeißelten  (Typus  Welch- Fr abnkbl) 
Oasbrandbaktei  ien  mindestens  ebenso  groß  sei,  wie  der  zwischen  Typhus- 
bacillen  und  Choleravibrionen  I  Vgl.  hierzu  meine  erste  Mitteilung  über 
Hämotoxine  der  Oasbrandbakterien  (Arbeiten  aus  dem  Egl.  In^t.  f.  exp. 
Therapie  und  dem  Georg  Speyer-Hause  zu  Frankfurt  a.  M.,  Heft  6,  1919, 
B.  33). 

2)  Th.  Madsbn,  Zeitschr.  f.  Hyg.,  Bd.  32,  1899,  8.  239. 
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richtet  sich,  wie  bei  allen  derartigen  Versuchen  so  aoeh  hio*,  erteris 
paribus  nach  der  Menge  des  angewandten  Giftes  ond  dem  zwisdiea 
Vergiftung  und  Sernmznsatz  verstrichenen  ZeitinterralL 


Zusammenfassmig. 

1)  Durch  Immunisieren  von  Kaninchen  mit  stark  wirksamen  Gas- 
brandhftmotoxinen  gelingt  es,  bei  einem  kleinen  Prozentsatz,  der  yor- 
behandelten  Tiere  die  Bildung  Ton  Antihftmotozinen  hervorzurufen. 
Die  Absftttigung  des  Gasbrandhämotoxins  durch  das  AntihftmotoziB 
erfolgt  nach  dem  Gesetze  der  Multipla.  Das  Gasbrandhämotoxin  ist 
demnach  ein  echtes  Hämotoxin  im  Sinne  der  Immunitfttslehre. 

2)  Das  Immunantihämotoxin  wirkt  gegenüber  dem  homologes 
Hämotoxin  wie  auch  gegenüber  den  Hämotoxinen  heterologer,  be* 
geißelter  und  unbegeißelter  Stämme  quantitativ  gleichartig,  während  es 
bakteriellen  Hämotoxinen  anderer  Bakterien,  z.  B.  dem  Tetanohämolysio 
gegenüber,  vollkommen  wirkungslos  ist.  Daraus  ergibt  sich,  dal 
eine  scharfe  biologische  Trennung  zwischen  begeifielten 
und  unbegeiBelten  Gasbrandstämmen  nicht  berech- 
tigt ist. 

3)  Durch  antibämotoxinhaltiges  Serum  können  mit  Hämotoxin  be- 
ladene  Blutkörperchen  noch  einige  Zeit  nach  der  Vergiftung  vor  der 
Auflösung  bewahrt  werden. 


Ueber  die  Wirkung 

chemischer  Mittel  auf  Qasbrand- 

bakterien  in  vitro  und  in  vivo 

Von 
Dr.  H.  Ritz  und  Dr.  H.  Schloßberger 


Ao8  dem  Georg  Speyer-Haose  zn  Frankfort  a.  M. 
(Direktor:  Geh.  Medizinalrat  Prof.  Dr.  W.  Kollb). 


Die  erhöhte  Bedentang,  welche  die  Gasbrandinfektion  des  Menschen 
im  Kriege  besitzt,  hat  anch  in  therapeutischer  Hinsicht  Aufgaben  an 
die  Aerzte  gestellt,  die  trotz  der  Vervollkommnung  chirurgischer  Mafi- 
aahmen  und  trotz  der  Fortschritte  auf  allgemein-therapeutischem  Wege 
noch  nicht  zu   einem  idealen  Ziele  gefQhrt  haben.    Die  Ätiologische 
Therapie  ist  auch  in  dieser  Richtung  eifrig  bemflht  gewesen,  eine  durch* 
greifende  Bekfimpfung  der  ziemlich  hftufigen  Erkrankung  durchzuführen 
und  sie  hat  durch  die  Vertiefung  unserer  Kenntnisse  Aber  die  bio- 
logischen Eigenschaften  der  Gasbranderreger  und  durch  die  Vervoll- 
kommnung der  Heilserum- Herstellung  Erfolge  aufzuweisen,  die  sicher- 
lich bemerkenswert  sind.    Die  Beeinflussung  der   Gasbrandinfektion 
durch  chemische  Mittel  ist  Aber  das  Stadium  des  Experiments  nicht 
wesentlich  hinausgegangen.    Besonderes  Interesse  gewann  diese  Frage 
aber  dadurch,  daß  neuerdings  J.  Moroenroth  und  R.  Bielino^)  mit- 
teilen, in  gewissen  höheren  Homologen  der  Hydrochininreihe,  besonders 
im  Vucin  (Isoctylhydrocuprein),  Substanzen   gefunden  zu  haben,  die 
sowohl  im  Reagenzglase  als  auch  im  Tierversuch  noch  in  stärksten 
Verdünnungen  auf  die  Gasbranderreger  in  spezifischer  Weise  abtötend 
einwirken  sollen.    Die  beiden  Autoren  sprechen  auf  Grund  ihrer  Ver- 
suche direkt  von  einer  „Chemotherapie  des  Gasbrandes^  und  sehen 
den  Beweis  dafür  darin,  daß  sowohl  die  vegetativen  Formen  als  auch 
die  Sporen  und  sogar  die  Toxine  der  Gasbrandbacillen  von  der  Wir- 
kung ihrer  Präparate  in  gleicher  Weise  erfaßt  werden. 

Ausgedehnte  Untersuchungen,  die  seit  längerer  Zeit  im  Georg 
Speyer-Haus  und  im  Egl.  Institut  für  experimentelle  Therapie  über 
die  Morphologie  und  Biologie  der  zur  Gasbrandgruppe  gehörigen  Bak- 
terien ausgeführt  wurden,  haben  sich  auch  mit  der  Beeinflußbarkeit 
dieser  Anaörobier  durch  Chemikalien  in  vivo  und  in  vitro  befaßt    Für 


1)   BerL  klin.   Wochenschr.,   1917,  Nr.   80;    ebenda,   1917,  Nr.   61; 
ZeitBchr.  1  Immunitätsforsch.,  Bd.  27,  1918,  8.  65. 
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eine  praktisch  brauchbare  wirksame  Behandlung  der  Gasödemerkrankiuig 
des  Menschen  maßte  es  in  Analogie  mit  anderen  bakteriellen  Wund- 
infektionen nach  den  zuerst  von  Bechhold  und  Ehrlich  ^)  ffir  die 
^innere  Antisepsis"  formulierten  Grundsätzen  das  Bestreben  sein^ 
solche  in  vitro  abtötend  oder  entwicklungshemmend  wirkende  Sub- 
stanzen zu  finden,  die  einerseits  für  den  Organismus  praktisch  nn- 
geffthrlich  sind  und  andererseits  ihre  Desinfektionswirkung  auch  im 
Organismus  beibehalten,  deren  Verteilung  im  Gewebe  also  eine  der 
artige  ist,  daß  sie  möglichst  unbeeinflußt  durch  die  Zellen  und  Säfte 
des  Körpers  in  erster  Linie  auf  die  Infektionserreger  wirken.  Beider 
außerordentlich  großen  Widerstandsfähigkeit  der  Gasbranderreger  und 
ihrer  Sporen  gegenüber  äußeren  Einflüssen  aller  Art  waren  deshalb 
die  in  der  Wundbehandlung  seither  üblichen  Antiseptika  a  priori  nicht 
geeignet,  weil  die  zur  Wachstumshemmung  oder  Abtötung  im  Be- 
agenzglasversuch  nötigen  hohen  Konzentrationen  dieser  Substanzen 
wegen  ihrer  Giftigkeit  für  die  Verwendung  im  lebenden  Organismas 
gar  nicht  in  Betracht  kommen  konnten. 

Bestehen  so  von  selten  der  Krankheitserreger  infolge  ihrer  großen 
Resistenz  schon  erhebliche  Schwierigkeiten,  so  werden  diese  noch  wesent- 
lich vermehrt  durch  die  komplizierten  Wundverhältnisse  bei  den  Kriegs- 
verletzten. Die  Bakterien  finden  in  dem  zerrissenen  und  zerklüfteten, 
ganz  oder  teilweise  nekrotischen  Gewebe  einen  derartigen  Unterschlnpf, 
daß  sie  von  Desinfektionsmitteln  nur  bei  intensiver  und  länger  dauernder 
Einwirkung  erreicht  werden. 

Unter  diesen  Umständen  war  von  vornherein  die  Wahr  seh  ein. 
lichkeit,  daß  eine  echte  Chemotherapie  im  Sinne  einer 
spezifischen  Beeinflussung  der  Krankheitsursache  mög- 
lich wäre,  nicht  sehr  groß.  Bei  der  experimentellen  Erforschung 
der  Frage,  ob  es  nach  dem  heutigen  Stand  unserer  Kenntnisse  über- 
haupt möglich  ist,  den  Anforderungen  genügende  Mittel  zu  finden, 
kam  es  unter  Berücksichtigung  der  Ansprüche  der  Praxis  zunächst 
weniger  darauf  an,  nach  chemischen  Stoffen  zu  suchen,  die  die  Bak- 
terien in  vivo  und  in  vitro  abtöten.  Vielmehr  mußte  für  die  Therapie 
schon  außerordentlich  viel  gewonnen  sein,  wenn  es  nur  gelang,  das 
Wachstum  der  in  den  nekrotischen  Partien  angesiedelten 
Mikroorganismen  zu  verzögern,  ihre  Pathogenität  und 
Oiftbildung  herabzusetzen,  dadurch  das  Weiterschreiten  des 
Prozesses  in  Schranken  zu  halten  und  so  dem  Körper  Zeit  zu  wirk- 
samen Abwehrmaßnahmen  zu  verschaffen. 

Daß,  wenigstens  im  Reagenzglasversuche,  in  der  Tat  eine  Ein- 
schränkung gewisser  Lebensäußerungen  der  Gasbrandbakterien  durch 
chemische  Mittel  auf  deren  Virulenz  von  Einfluß  ist,  dafür  sprechen 

1)  Zeitsohr.  f.  physiolog.  Chemie,  Bd.  47,  1906,  8.  176. 
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die  früheren  Untersuchnngen  von  Cornevin  ^),  sowie  Lbclainche  and 
Val^e^,  die  durch  Phenolzusatz  znm  Nährboden  eine  Abschwftchnng 
der  malignen  Oedembacillen  beobachteten.  Aehnliche  Feststellungen 
wurden  bei  Züchtung  der  GasOdembakterien  in  Nährböden,  die  Zucker, 
ameisensaures  Natron,  Glyzerin  oder  gewisse  andere  Stoffe  enthalten, 
gemacht;  trotz  anfänglich  fippigen  Gedeihens  wird  die  Pathogenität 
ond  die  Widerstandsfähigkeit  der  Bakterien  gegenüber  äußeren  Ein- 
flüssen infolge  der  von  den  Keimen  selbst  gebildeten  Säure  sehr  rasch 
wesentlich  herabgesetzt.  Nach  unseren  eigenen  Untersuchungen  war 
bei  einem  Teil  der  beweglichen  Gasbrandbakterien  durch  Passagen  auf 
phenolhaltiger  Bouillon  (1 :500  bis  1 :  800)  trotz  guten  Wachstums  eine 
vorübergehende  starke  Beeinträchtigung  oder  Aufhebung  der  Beweg- 
lichkeit, verbunden  mit  vorübergehendem  Verlust  der  Geiüeln  zu 
konstatieren ;  die  Pathogenität  der  Stämme  für  Meerschweinchen  wurde 
dabei  bis  um  das  30— 40-fache  vermindert.  Durch  Züchtung  auf  trauben- 
znckerhaltigen  Nährböden  konnten  wir  ungefähr  dieselben  Erscheinungen 
feststellen.  Die  Bakterien  werden  schon  nach  24-stündigem  Wachstum 
auf  1-proz.  Traubenzuckerbouillon  in  ihrer  Vitalität  derartig  geschädigt, 
daß  z.  B.  im  Meerschweinchenversuche  die  doppelte  bis  vierfache  Menge 
der  vorher  notwendigen  Dosis  zur  Erzielung  eines  Effektes  erforder- 
lich war. 

Bei  unseren  Studien  ^  kam  es  uns  vor  allem  darauf  an,  die  in  vitro 
festgestellte  Wirkung  verschiedener  chemischer  Stoffe  auf  die  verschie- 
denen Gasödemerreger  durch  Tierversuche  näher  kennen  zu  lernen, 
insbesondere  festzustellen,  ob  mit  den  seither  bekannten 
Mitteln  überhaupt  eine  Chemotherapie  im  Ehrlioh- 
schen  Sinne  bei  der  menschlichen  Gasbranderkrankung 
möglich  ist.  Bei  unseren  Untersuchungen  verfuhren  wir  in  der 
Weise,  daß  zunächst  eine  größere  Anzahl  von  Präparaten, 
die  zum  Teil  bei  Protozoenerkrankungen  eine  mehr  oder  weniger  starke 
Wirkung  gezeigt  hatten,  in  vitro  auf  ihre  entwicklungshem- 
menden und  abtötenden  Eigenschaften  gegenüber  den 
Haupttypen  der  Gasöderoerreger  (unbewegliche  und  be- 
wegliche Gasbrandbakterien)  geprüft  wurde.  Es  sei  gleich 
vorweggenommen,  daß  ein  wesentlicher  Unterschied  in  der  Beeiufluß- 
barkeit  dieser  schon  biologisch  nicht  scharf  zu  trennenden  Typen  nicht 
ermittelt  werden  konnte.  Einige  der  im  Reagenzglasversuch  wirksam 
befundenen  Substanzen  wurden  dann  auf  ihre  Wirksamkeit  im  Tier- 


1)  Jonrn.  de  mdd.  vdtdr.,  T.  188,  p.  893;  zit.  nach  F.  v.  Webdt, 
Handb  d.  pathog.  Mikroorgan.,  2.  Aufl.,  Bd.  4,  S.  837. 

2)  Ann.  de  l'inst  Pasteur,  T.  14,  1900,  p.  590. 

B)  Die  Untersuchungen  wurden  unter  Mitwirkung  von  Fr&ulein 
K.  ErOokb,  Fräulein  H.  LandA,  Fr&ulein  G.  Sibobl  und  Fräulein  O.  Wbbt- 
">üiiR  ausgeführt. 
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kOrper  bei  gleichzeitiger  ond  therapeotischer  Verabraehung  weiter 
geprfift. 

Die  Schwierigkeiten  bei  Desinfektionsyersuchen  mit  Gasbnod- 
bakterien  liegen,  abgesehen  von  den  streng  anaßroben  Wachstums- 
bedingnngen  zunächst  einmal  darin,  daB  hier  bei  der  Weiterimpfnog 
nicht,  wie  bei  den  echten  Infektionserregern,  Bmchteile  einer  Oese  ge- 
nügen. Es  müssen  vielmehr  yerhältnismäßig  große  Mengen  Eoltor 
fibertragen  werden,  um  sicheres  Wachstum  zu  erzielen.  Die  toi 
HoROENROTH  uud  BiELiNO  bei  ihren  mit  Chininderivaten  angestelltei 
Abtötungsversuchen  angewandte  Methode  ist  deshalb  keineswegs  tin- 
wandfrei,  weil  sie,  wie  sich  bei  unseren  Untersuchungen  herausgestellt 
hat,  bei  der  Uebertragung  der  Bakterien  die  stark  hemmende  Wirkoog 
ihrer  Präparate  zu  wenig  berücksichtigt  haben.  Wir  versuchten,  die 
nicht  zu  vermeidende  Mitübertragung  des  Desinfektionsmittels  in  hem- 
menden Mengen  durch  Zentrifugieren  und  Waschen  der  Bakterien  aos- 
zuschalten.  Aber  auch  diese  Versuchsanordnung  ist,  wie  sich  später 
gezeigt  hat,  nicht  brauchbar.  Die  von  Moroenroth  und  Bieliho  bei 
ihren  Desinfektionsversuchen  angewandten  traubenzuckerhaltigen  NUr- 
böden  haben  zudem  den  starken  Nachteil,  daB  die  Gasbrandbakteriea 
darin  einen  großen  Teil  ihrer  Resistenz  einbüßen;  man  erhält  infolgi 
davon  Werte  von  Desinfektionswirkung,  die  den  in  der  Natur  ge- 
gebenen Bedingungen  auch  nicht  annähernd  entsprechen. 

Aus  allen  diesen  Gründen  gingen  wir  auf  Veranlassung  von  Hern 
Geh.  Medizinalrat  Kolle  zu  der  Seidenfaden-  und  Granatenme- 
thode über.  Wie  sich  durch  zahlreiche  Parallel  versuche  herausgestellt 
hat,  sind  diese  beiden  Versuchsanordnungen  in  gleicher  Weise  geeigoet 
Die  gut  sterilisierten  Granaten  bzw.  Seidenfadenstückchen  (ca.  1  cm 
lang)  wurden  in  Drigalsky  Schalen  ausgebreitet,  mit  24-8tündigeD,  got 
gewachsenen  Tarozzi- Bouillonkulturen  übergössen  und  dann  im  Brot- 
schrank bei  37^  getrocknet. 

Im  einzelnen  gestaltete  sich  die  von  uns  angewandte  Technik 
folgendermaßen : 

A.  Hemmungsversuche:  absteigende  Mengen  Desinficiens, aof- 
geffiUt  mit  Bouillon  auf  1  ccm  -f  9,0  ccm  Agar;  Gesamtvolumen  lOccm. 
Nach  gründlichem  Mischen  wird  in  den  noch  nicht  erstarrten  Agar  eio 
Seidenfadenstückchen  bzw.  eine  Granate  eingebracht.  Beobachtongfi- 
zeit  1  Woche. 

B.  Abtötungsversuche:  absteigende  Mengen  Desinficiens 
werden  zu  je  5  ccm  in  sterile,  mit  einem  Deckel  versehene  Glas- 
schälchen  gebracht,  die  Seidenfäden  bzw.  Granaten  enthalten.  Nach 
24-stÜQdiger  Einwirkung  bei  37^  (Brutschrank)  werden  die  Fäden  bzw. 
Granaten  in  destilliertem  Wasser  gut  abgespült  und  dann  in  Ter- 
flüssigte  Agarröhrchen  gebracht.    Beobachtungszeit  1  Woche. 
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Diejenigen  Mittel,  die  bei  dieser  Versucbsanordnung  eine  abtötende 
Wirkung  erkennen  ließen,  wurden  außerdem  noch  in  serumhal tigern 
Medium  untersucht.  Zu  diesem  Zweck  wurden  absteigende  Mengen 
Desinficiens  zu  gleichen  Teilen  mit  Ziegenserum  gemischt  und  in 
Schälchen  mit  Seidenfäden  bzw.  Granaten  ausgegossen.  Nach  24-stün- 
digem  Stehen  bei  37^  wurden  die  Fäden  und  Granaten  in  der  eben 
geschilderten  Weise  abgespült  und  in  verflüssigten  Agar  gebracht. 

Da  bekanntermaßen  die  bei  den  Desinfektionsver- 
sachen  erhaltenen  Resultate  stets  nur  einen  relativen 
Wert  besitzen,  wurden  bei  unseren  Untersuchungen  stets  Eon- 
trollversuche  mit  anderen  Desinfektionsmitteln  (Subli- 
mat oder  Phenol)  angestellt.  Dies  war  besonders  notwendig 
in  Anbejtracht  der  außerordentlichen  Schwankungen,  denen  die  Resistenz 
der  Gasbrandbakterien  unterworfen  ist. 

Auf  diese  Weise  wurden  von  uns  folgende  Substanzen  auf  ihre 
desinfizierenden  Eigenschaften  gegenüber  Gasbrandbakterien  im  Reagenz- 
glas geprüft:  Trypanrot^)  und  Trypanblau *),  zwei  durch  ihre  starken, 
trypanoziden  Eigenschaften  bekannten  Farbstoffe  der  Benzo- 
purpurinreihe.  Sodann  das  von  J.  Stillino^),  neuerdings  von 
E.  Naumann  ^)  für  die  Behandlung  infizierter  Wunden  empfohlene 
Pyoctanin  (Methyl violett),  sowie  Tryparosan  (Orthochlorpara- 
fuchsin^,  beide  der  Triphenyl-Methangruppe  angehörend.  Weiterhin 
wurden  zwei  AcridinfarbstoflFe,  nämlich  Trypaflavin  (3.6.-Diamino- 
10 .  Methylacridiniumchlorid)  und  ein  höheres  Homologes  desselben, 
das  Acridiniumgelb  (2. 7.-Dimethyl- 3.6. Diamino- 10 . Methylacri- 
diniumchlorid),  die  beide  von  L.  Benda*)  dargestellt  wurden  und 
ebenso  wie  Tryparosan  auf  Trypanosomen  stark  abtötend  wirken,  auf 
ihre  Wirksamkeit  gegenüber  Gasödembacillen  in  vitro  untersucht. 
Browning,  Gulbranson,  Kennawat  und  Thornton^  fanden  das 
Trypaflavin  bei  Behandlung  infizierter  Kriegsverletzungen  außer- 
ordentlich wirksam.    Ernst  Fraeneel^)  konnte  eine  stark  abtötende 

1)  Ehrlich  und  Shioa,  Berl.  klin.  Wochenschr.,  1904,  Nr.  13/14. 

2)  Mesnil  und  Nicollb,  Ann.  de  l'inst.  Pasteur,  1906. 

3)  J.  Stilling,  Anilinfarbstoffe  als  Antiseptika,  Strasburg  1890. 

4)  Münchn.   med.  Wochenschr.,  1916,  8.  1805. 

5)  Cf.  W.  ßoEHL,    Zeitschr.  f.  Immunitätsforsch.,  Bd.  1,  1908,  S.  70. 

6)  Ber.  d.  Chem.  Ges.,  Bd.  46,  1912,  8.  1787. 

7)  Ber.  an  das  Med.  Research  Comm.;  zit.  nach  Chem.-Zeitg.,  ehem.- 
techn.  Uebersicht,  1917,  Nr.  66/57,  S.  150.  In  England  wird  das  Trypa» 
flavin,  das  dort  unter  der  Bezeichnung  „Flavin"  in  den  Handel  gebracht 
^ird,  bei  der  Behandlung  infizierter  Wunden  sehr  viel  angewandt.  Die 
Meinungen  der  englischen  Autoren  über  die  Wirksamkeit  des  Mittels  sind 
jedoch  geteilt. 

8)  Veröffentl.  a.  d.  Geb.  d.  Militarsanitätswesens,  Heft  68,  8.  63, 
^nd  Centralbl.  f.  Bakt.,  Abt.  I,  Orig.,  Bd.  81,  1918,  8.  447. 

•^t>.  a.  d.  Inst.  f.  exp.  Ther.  u.  d.  Georg  Speyer-Hante  su  Frankfurt  a.  M.  VII.  2 
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WirküDg  im  Reagenzglas  (bis  1 :  50000)  gegenttber  Gasbrandbakterieo 
feststellen,  während  R.  T.  Hewlett  0  bei  der  Behandlang  von  Waodeo 
mit  Trypafiavin  fast  gänzlich  negative  Resultate  erzielte.  Von  Farb- 
stoffen wurde  endlich  noch  zur  Kontrolle  das  Methylenblau  g^ 
prüft,  von  dem  Ernst  Fraenkel  angibt,  daß  es  im  Tierversuch  der 
Gasbrandinfektion  gegenüber  völlig  wirkungslos  ist.  Außerdem  wurden 
einige  Arsenikalien  (Kakodylsäure,  Altsalvarsan,  Neosalvarsan. 
Kupfersalvarsan,  Silbersalvarsan),  sowie  die  von  Moroenroth  dar- 
gestellten Chininderivate  (Aethylhydrocuprein,  Eucupin  und  das 
schon  oben  erwähnte  Vucin)  für  unsere  Versuche  herangezogen.  Feiner 
kamen  CoUargol  (kolloidales  Silber),  sowie  das  von  Beghhold'i 
in  die  Medizin  eingeführte  Providoform  (Tribrom-/?-Naphthol),  end- 
lich das  von  Dakin')  für  die  Behandlung  der  Gasphlegmooe  emp- 
fohlene Paratoluolnatriumsulfochloramid,  eine  Verbindoog 
von  Natriumhypochlorid  und  Toluolsulfamin  zur  Untersuchung;  dieses 
letztere  Mittel  soll  nach  den  Angaben  des  Autors  noch  in  einer  Ver- 
dünnung von  1:10  Millionen,  im  serumhaltigen  Medium  allerdings  doi 
in  einer  Verdünnung  von  1 :  2500  bis  1 :  5000  auf  Gasbrandbakterieo 
(Bac.  perfringens)  abtötend  wirken.  Morgenroth  und  Bumke*)  kooDteii 
jedoch  gegenüber  Streptokokken  fast  keine  abtötende  Wirkung  dieser 
,DAKiNschen  Lösung^  feststellen.  Zum  Vergleich  dienten  ferner 
eine  Reihe  der  seither  in  der  antiseptischen  Wundbehandlung  fib- 
liehen  Desinfektionsmittel. 

Eine  Uebersicht  über  die  Wirksamkeit  aller  dieser  von  uns  im 
Reagenzglasversuche  geprüften  Mittel  fiodet  sich  in  der  folgeodeo 
Tabelle.  Die  dort  aufgeführten  Werte  geben  die  Durchschnittszabien 
der  bei  den  verschiedenen  Stämmen  ermittelten  Resultate  an. 

Zunächst  ist  bemerkenswert,  daß  eine  große  Anzahl  der 
von  uns  geprüften  Substanzen  bei  fast  völligem  Febieo 
abtötender  Eigenschaften  eine  stark  hemmende  Wir- 
kung auf  das  Wachstum  der  (lasbrandbacillen  ansöbt 
In  erster  Linie  sind  es  einige  Arsenikalien,  von  denen  Ernst  Fraenkel*) 
angegeben  hat,  daß  sie  eher  einen  wachstumsfördernden  als  einen  bem- 
mcnden  Einfluß  auszuüben  imstande  sind.  Altsalvarsan  ist  in  dieser 
Beziehung  dem  Sublimat  beinahe  um  das  Doppelte,  und  dem  Kupfer- 


1)  Lancet,  29.  Sept.  1917. 

2)  Münchn.  med.  Wochenschr.,  1914,  Nr.  37,  8.  1929,  and  Zeitschr. 
f.  Hyg.,  Bd.  84,  1917. 

3)  Compt.  rend.  de  Tacad.  des  «ciences,  T.  161,  1915,  p.  150,  ond 
Brit  med.  Journ.,  4.  Dec.  1915.  —  Ziemlich  vollständige  Uebersicht  über 
die  Literatur  betr.  ÜAKiNscher  Lösimg  «  ehe  bei  P.  P.  Niost,  K.orre8p.-Bl. 
f.  Schweiz.  Aerzte,  BJ.  48,  1918,  Nr.   16,  S.  508. 

4)  Deutsche  med.  Wochenschr.,  1918,  Nr.  27,  S.  729. 

5)  L  0. 
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Tabelle. 

Ueberrticht  über  die  von  uns  im  KeagenzglasverBUch  geprüften  chemischen  Bubstanzen 
gegenüber  Gubbrandbaktcrien. 


Abtötende  Wirkunsr 

AVftchRtnmshenimende 

r? 

Mittel 

Wirkung  bis 

in  seru  in  freiem 

in  serunihaltigem 

Metlium  bis 

lüledium  bis 

Trypanrot 

1:100 

0 

Trypanblau 

1:100 

0 

Pyokianin 

1:   (XX) 

1:?0 

1:10 

Trj[)aro9an 

l::i000 

1:10 

1:10 

Tryputlavin 

1:()()U0 

1:40 

1:40 

Akridiniumgelb 

1:2MJ 

1:100 

1:50 

^ielbylenblau 

1:400 

0 

KakodyUäure 

1:4(»0 

0 

AlUalvarsan 

1:50<J00 

1:40 

1:40 

NcoHalvar:i>an 

1  :  2MfO 

0 

KupkTisalvarsan 

1:'J5<<X) 

1:20 

1:20 

t>ilber>*alvar«an 

1:20000 

0 

Actbytbydrocuprein 

1:1«00 

1:20 

1:20 

Eucupin 

1:1(KX) 

1 :  20 

1:20 

Vucin 

1.5(K)0 

1:20 

1 :  20 

Coilargol 
Providoform 

1:1600 

0 

1:4()0 

0 

DAKiN-cho  LöAung 

1:1(KX) 

1:800 

1:40 

N  alr  i  u  mhypochlorid 

l:r)()0 

1:400 

1:40 

bublimat 

l:30tXX) 

1:21000 

1:640 

Bleiacctat 

1  :  -'(MJ 

0 

Kupfersulfat 

1:1:)000 

1:10 

0 

ßoröäure 

]:H)0 

0 

£i^nalaan 

1  :  IW 

0 

Essigsaure  Tonerde 

1 :  200 

0 

Natrium  sollcyL 

1::00 

0 

Phenol 

1:500 

1:40 

1:10 

Sulfat  um  das  Dreifache  überlegen.  In  krassem  Gegensatz  zu  den 
Befunden  anderer  Autoren  stehen  aber  die  auffallend  geringen 
Werte,  die  wir  bei  Ilenimungs-  und  Abtötungsversuchen 
mit  Trypaflavin  und  den  MoROENROTHschen  Chininpräpa- 
raten  mit  der  bei  Gasbrandbacillen  unseres  Erach,tens  allein  einwand- 
freien Methodik  der  Granaten  und  Seidenfäden  erhalten  haben.  Während 
Ernst  Fraenkel  beim  Tryimflavin  noch  in  Verdünnungen  von  l : 50000 
Abtötung  der  Gasödenierre^er  konstatiert  hat,  war  dieses  Präparat  bei 
unserer  Versuchsanordnunir,  die  eine  Mitübertragung  dos  Desinficiens 
ausschließt,  schon  in  einer  Konzentration  von  1 :  80  nicht  mehr  im- 
stande, diese  Bakterien  vollständig  unschädlich  zu  machen.  Aehnlich 
verhält  es  sich  mit  den  Cliininderivaten,  für  die  Morqenroth  und 
BiELiNO  ganz  auBeronlentlich  hoho  Desinfektionswerte  gefunden 
l^aben.  So  soll  nach  diesen  Autoren  das  Isoctalhydrocuprein  noch  in 
einer  Verdünnung  von  1:50000  das  Wachstum  ibres  Fraenkel- 
Stammes  144  A  vollständig  unterdrücken  und  in  einer  Verdünnung  von 
1 '  10000  noch  eine  vollständige  Abtötung  der  Gasbrandbacillen  be- 
wirken,  während   wir  nur  mäßige  Wachstumshemmung  und  fa^t  gar 
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keine  abtötende  Wirkung  durch  diese  Substanzen  beobachten  konnten. 
Daß  die  DxKiNsche  Lösung  die  von  ihrem  Entdecker  angegebene  starke 
Wirksamkeit  gegenüber  Gasbrandbacillen  vermissen  läßt,  war  nach  den 
von  MoROENROTH  uud  BuMKE  bei  Streptokokken  erhobenen  Befunden 
von  vornherein  wahrscheinlich. 

Die  außerordentlich  großen  Differenzen,  wie  sie  hier  zwischen 
unseren  Befunden  und  den  Angaben  anderer  Autoren  zutage  getreten 
sind,  können  nur  auf  die  verschiedene  Versuchstechnik  zurückgeführt 
werden,  da  wir  unsere  Versuche  zum  Teil  mit  demselben  Stamm  (144A). 
den  MoROENROTH  und  Bielino  in  Händen  hatten,  angestellt  haben. 
Nach  unserer  Ansicht  sind  die  Unterschiede  hauptsächlich  darauf  zurück- 
zuführen, daß  MOROENROTH  und  Bielino  bei  ihren  Abtötungsversucben 
durch  die  Mitübertragung  von  Desinfektionsmittel  viel  zu  hohe  Werte 
infolge  Wachstumshemmung  erhielten.  Ferner  arbeiteten  sie,  indem  sie 
ausschließlich  Traubenzucker- Bouillonkulturen  benützten,  mit  Bacillen, 
die  durch  Säurewirkung  und  osmotische  Vorgänge  in  ihrer  Resistenz 
sehr  stark  geschädigt  waren,  während  die  von  uns  verwendeten  an 
Seidenfäden  oder  Granaten  angetrockneten  Gasbrandbakterien  viel  eher 
den  natürlichen  Verhältnissen  entsprechen.  Die  Gasbranderreger  sind 
eben,  wie  wir  schon  an  anderer  Stelle^)  betont  haben,  den  Fäulnis- 
keimen  nahestehende  „toxigene  Saprophyten*^,  für  welche  die  kfiobt- 
liehen  Nährböden  keineswegs  die  optimalen  Lebens-  und  Wachstums- 
bedingungen darstellen. 

Waren  auf  Grund  der  Reagenzglasversuche  die  Aussichten  aaf 
eine  wirksame  Beeinflussung  der  Gasbrandbakterien  im  infizierten  Tiere 
von  vornherein  recht  gering,  so  bestand  doch  immerhin  die  Möglich- 
keit, daß  bei  einem  Teil  unserer  Substanzen  der  Parallelismus  zwischen 
ihrer  Wirkung  in  vitro  und  der  in  vivo  kein  so  weitgehender  ist,  wie 
dies  Schiemann  und  Ishiwara^)  bei  den  bisher  bekannten  „inneren 
Antisepticis^  nachgewiesen  hatten.  Für  diese  Möglichkeit  sprachen  vor 
allem  die  Angaben  von  Moroenroth  und  Bielino,  daß  das  Isoctjl- 
hydrocuprein  im  Mischungsversuch  beim  Meerschweinchen  noch 
in  einer  Menge  von  0,0002  g  vor  der  sicher  tödlichen  Infektion  schützt. 
Diese  Wirkung  des  Vucins  ließ  sich  nach  diesen  beiden  Autoren  aber 
nicht  nur  bei  simultaner,  sondern  auch  bei  getrennter  gleichzeitiger 
Einspritzung,  sowie  im  Heilversuch  bei  Verwendung  von  0,01  bisO,00:;^5g 
noch  bis  zu  2  Stunden  nach  der  Infektion  nachweisen.  —  Dieser  Gegen- 
satz zwischen  der  geringen  desinfizierenden  Wirkung  des  Isoctylhjdro- 
cupreins  gegenüber  Gasbrandbakterien,  wie  wir  sie  in  unseren  Reagenz- 
glasversuchen  ermittelt  hatten,  einerseits  und  der  starken  Schutz-  and 
Heilwirkung    in    den    MoROENROTHschen    Versuchen    mit    gasbrand- 


1)  Med.  Klinik,  1918,  Nr.  12,  24,  36. 

2)  Zeitschr.  f.  Hygiene,  Bd.  77,  1914,  S.  49. 
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infizierten  Meerschweinchen  andererseits,  veranlaßte  uns  besonders,  die 
ganze  Frage  der  Wirknng  chemischer  Substanzen  bei  der  experimentellen 
Gasbranderkrankung  eingehender  za  untersuchen. 

Unsere  Tierversuche  wurden  an  Meerschweinchen  mittlerer 
Größe  (200—300  g)  angestellt.  Von  den  im  Reagenzglasversuch  ge- 
prüften Mitteln  wählten  wir  zu  diesem  Zwecke  das  Tryparosan,  das 
Trypanblau  und  Trypanrot,  das  Trypaflavin,  sowie  das 
MoRGENROTHsche  Isoctylhydrocuprein  (Vucin)  aus.  Auf  eine  Prüfung 
der  Arsenikalien  verzichteten  wir  im  Hinblick  auf  die  publizierten 
negativen  Erfolge  bei  der  Behandlung  der  menschlichen  Gasbrand- 
erkrankung. Die  Dosen  der  Desinfektionsmittel  richteten  sich  nach  deren 
Toxizitätswert;  sie  wurden  in  der  allgemein  üblichen  Weise  auf  das 
Kilogramm  Lebendgewicht  berechnet.  Vom  Isoctylhydrocuprein  wurden 
0,05  bis  0,4  g,  vom  Trypaflavin  0,015  bis  0,03  g,  vom  Tryparosan  0,025 
bis  0,05  g,  vom  Providoform  0,1  bis  0,3  g,  vom  Trypanrot  und  Trypan- 
blau 0,075  bis  0,15  g  pro  Kilogramm  Meerschweinchen  injiziert.  Außer 
der  Giftigkeit  wurde  noch  die  Beeinflussung  der  Phagocytose  im  Meer^- 
schweinchenperitoneura  durch  diese  Mittel  untersucht,  um  die  Unschäd- 
lichkeit der  angewendeten  Dosen  für  die  KOrperzellen  festzustellen. 

Für  die  Meerschweinchenversuche  verwendeten  wir  24-stündige  gut- 
gewachsene Tarozzi- Bouillonkulturen  tierpathogener,  den  verschiedenen 
Typen  angehörender  Gasbrandstämme.  Die  zu  verimpfende  Menge  wurde 
derart  bemessen,  daß  die  Kontrolltiere  innerhalb  24  Stunden  der  In- 
fektion in  typischer  Weise  erlagen.  In  der  Regel  wurden  die  einzelnen 
Versuchsreihen  derart  angelegt,  daß  den  einzelnen  Tieren  bei  konstant 
bleibender  Infektionsmenge  verschiedene  Mengen  des  Desinfektions- 
mittels injiziert  wurden.  In  einigen  Versuchen  erhielten  die  Meer- 
schweinchen abgestufte  Mengen  Kultur  und  gleiche  Mengen  des  be- 
treffenden Präparates  eingespritzt. 

Bei  den  Mischungsversuchen,  die  nicht  zur  Demonstration 
chemotherapeutischer  Effekte  der  betreffenden  Mittel, 
sondern  wesentlich  zum  Nachweis  entwicklungshem- 
mender Einflüsse  derselben  dienen  können,  wurde  die  zur  In- 
fektion bestimmte  Kulturmenge  mit  der  Verdünnung  des  betreifenden 
Mittels  in  der  Spritze  gemischt  und  dem  Meerschweinchen  unter  die 
Bauchhaut  injiziert.  Bei  einer  Reihe  von  Versuchen  wurden  den  Tieren 
Kultur  und  Substanz  zu  gleicher  Zeit,  aber  an  verschiedenen  Stellen 
(erstere  auf  dem  Bauch,  letztere  auf  dem  Rücken),  eingespritzt.  Bei 
den  Heilversuchen  injizierten  wir  das  Mittel  zum  Teil  am  Ort  der  In- 
fektion, also  auf  der  Bauchseite,  in  einigen  Versuchen  an  anderer  Stelle 
(Rücken). 

Mit  glatten  Versuchsreihen,  wie  man  solche  bei  Tierversuchen  mit 
echten  Infektionserregern  zu  sehen  gewohnt  ist,  war  bei  diesen  den 
Fänlnisbakterien    nahestehenden    saprophytischen    und    sporenhaltigen 
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Bakterien  a  priori  nicht  zu  rechnen.  Wie  wir  schon  an  anderer  Stelle 
hervorgehoben  haben  ^),  spielt  hier  neben  der  Virulenz  des  zur  Infekti» 
verwendeten  Bakterienstammes  die  individuelle  Resistenz  der  Heer- 
schweinchen  für  den  Krankheitsverlauf  der  Gasbrandinfektion  eineios- 
schlaggebende  Rolle.  Deshalb  war  es  uns  auch  nicht  möglicli,  nick 
dem  Verlauf  einzelner  Versuchsreihen  über  die  Wirksamkeit  oder  Un- 
wirksamkeit eines  Präparates  abschließend  zu  urteilen,  vielmehr  kooDten 
wir  diese  Frage  erst  auf  Grund  zahlreicher,  häufig  wiederholter  Ver- 
suche entscheiden. 

Weder  im  Misch-  noch  im  Heilversuch  konnten  wir 
eine  sichere  Wirkung  der  von  uns  geprüften  Substanzen, 
einschließlich  des  Isoctylhydrocupreins,  selbst  in  hohen 
Dosen,  gegenüber  den  Gasbrandbakterien  in  vivofest- 
stellen.  Bei  den  Mischungsversuchen  war  allerdings  in  einigen  mit 
Tryparosan,  Trypaflavin  bzw.  Isoctylhydrocuprein  behandelten  Fällen 
im  Vergleich  mit  den  Kontrolltieren  zweifellos  eine  Wirkung  des  b^ 
treffenden  Mittels  erkennbar.  Diese  Wirkung  bestand  aber  meist  nur 
in  einer  Lebens  Verlängerung.  Eine  vollständige  Ausheilung  oder  gnr 
eine  Unterdrückung  des  Krankheitsprozesses,  wie  sie  Morobnroth 
und  BiBLiNO  bei  ihren  Versuchen  beobachtet  hatten,  konnten  wir  nnr 
sehr  selten  feststellen.  Noch  ungünstiger  liegen  nach  unseren 
Erfahrungen  die  Verhältnisse  bei  den  Heilversucheo; 
schon  Vs  Stunde  nach  der  Infektion  ist  so  gut  wie  keine 
Wirkung  der  Mittel  mehr  feststellbar.  Nur  in  ein  paar  ver- 
einzelten Fällen,  die  mit  Trypaflavin  bzw.  Isoctylhydrocuprein  am  Ortf 
der  Infektion  nachgespritzt  wurden,  konnte  der  Eintritt  des  Todes  ud 
einige  Tage  verzögert  werden.  Bei  größerem  Intervall  (1—4  Standen) 
wurde  bei  keiner  der  geprüften  Substanzen  irgendeine  Beeinflussung 
des  Krankheitsprozesses  beobachtet;  ebensowenig  sahen  wir  im  G^eo- 
satz  zu  MoROENROTH  uud  BiELiNO  eine  Wirkung,  wenn  das  Mittel 
nicht  an  der  Infektionsstelle,  sondern  in  einiger  Entfernung  davon  den 
Tier  injiziert  wurde.  Trypanrot,  Trypanblau  und  Providoform  erwiesöi 
sich  selbst  im  Mischungsversuch  bei  Meerschweinchen  vollkommeD 
wirkungslos,  während  die  drei  Präparate  Tryparosan,  Trypaflavin  und 
Isoctylhydrocuprein  wenigstens  im  Mischungsversuch  eine  geringe  kraok- 
heitsverlängernde  Wirkung  erkennen  ließen.  Eine  Ueberlegenheit  des 
Isoctylhydrocupreins  über  die  anderen  beiden  Substanzen  konnten  wir 
trotz  zahlreicher  Versuche  nicht  feststellen. 

Aus  unseren  Untersuchungen  geht  mit  aller  Deutlichkeit  hervor,  dal 
es  sich  weder  beim  MoROENROTHschen  Isoctylhydrocuprein 
noch  bei  den  übrigen  von  uns  geprüften  Substanzen  am 
echte,  auf  Gasbrandbacillen  spezifisch  wirkende  chemo. 

1)  Med.  Klinik,  1918,  Nr.  35. 
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therapeutische  Präparate  handelt.  Abgesehen  Yon  der  ge- 
ringen oder  gar  vollständig  fehlenden  desinfizierenden  bzw.  entwicklungs- 
hemmenden Wirkung  in  vitro,  kommt  diesen  Mitteln  im  Tierversuch 
nur  dann  ein  Effekt  zu,  wenn  die  Substanz  gemischt  mit  den  Infektions- 
erregern eingespritzt  wird;  bei  getrennter  Einverleibung  ist  auch  nicht 
die  Spar  einer  Beeinflussung  des  Krankheitsprozesses  festzustellen. 

Der  in  den  Mischungsversueben  öfters  beobachtete  verzögerte 
Krankheitsverlauf  bzw.  die  einige  wenige  Male  erfolgte  Heilung  be- 
rechtigen uns  in  Anbetracht  zahlreicher  negativ  verlaufener  Versuche 
nicht  einmal  dazu,  von  halb-spezifischen  Desinfektionsmitteln  zu  reden. 
In  Analogie  mit  den  Reagenzglasversuchen  handelt  es  sich  in  den 
wenigen  Mischungsversuchen,  bei  welchen  eine  gewisse  Wirkung  der 
Mittel  vorhanden  war,  eben  nicht  um  Abtötung,  sondern  nur  um  Wachs- 
tumshemmung.  Die  resistenteren  Meerschweinchen  überwinden  eine 
solche  Infektion  mit  derart  in  ihrer  Entwicklung  gehemmten  Gasbrand- 
bakterien,  während  die  weniger  widerstandsfähigen  Tiere  der  Krankheit 
mehr  oder  minder  rasch  erliegen. 

Zusammenfassend  läßt  sich  also  nach  unseren  Versuchsergebnissen 
sagen,  daß  von  einer  Chemotherapie  des  Gasbrandes  mit 
den  bisher  bekannten  Mitteln  nicht  die  Rede  sein  kann; 
soweit  eine  Wirkung  der  Präparate  im  Tierversuch  Ober- 
haupt feststellbar  ist,  handelt  es  sich  ausschließlich 
am  eine  Wachstumshemmung,  die  allerdings  bei  resi- 
stenteren Tieren  gelegentlich  zur  Ausheilung  des  Pro- 
zesses führen  kann,  ein  Vorkommen,  das  in  größeren  Versuchs- 
reihen auch  bei  normalen  Tieren  beobachtet  wird. 

Prinzipiell  besteht  zwischen  den  seither  Ablieben  Wundantisepticis 
und  den  von  uns  geprüften  Substanzen  einschließlich  des  Isoctylhydro- 
cnpreins  kein  Unterschied,  da  eine  Spezifität  gegenüber  Gasbrand- 
bakterien in  keinem  Falle  feststellbar  war.  Dies  schließt  aber  die  An- 
wendung der  Mittel  in  der  Praxis  nicht  aus;  sie  leisten  im  Gegenteil 
vielleicht  bei  der  lokalen  Behandlung  in  Form  von  Wundspülungen  usw. 
manchmal  ganz  gute  Dienste  und  haben  den  Vorzug  einer  gewissen 
Unschädlichkeit  für  die  Gewebe.  Dazu  kommt  vielleicht  noch,  besonders 
bei  Chininpräparaten,  eine  gewisse  stimulierende  Wirkung  auf  die 
KGrperzellen. 
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man  einem  Meerschweinchen  Diphtherietoxin  unter  die 
Haut,  80  treten  bei  passender  Dosierung  die  bekannten  Vergiftungs- 
erscheinangen  auf:  es  erscheint  ein  ödematöses  Infiltrat  unter  der  Haut 
and  das  Tier  geht  nach  einigen  Tagen  ein.  Wählt  man  die  Dosis 
niedrig,  so  verhärtet  die  Infiltration  nach  einiger  Zeit,  die  Stelle  ent- 
haart sich,  es  bildet  sich  eine  Borke,  die  abfällt  und  das  Tier  erholt 
sich  schließlich.  Nachträglich  auftretende  Lähmungserscbeinungen  bei 
antertödlichen  Dosen  yon  Diphtherietoxin  sind  nur  bei  ganz  yerein- 
zelten  Giften  beschrieben  worden.  Sättigt  man  jedoch  eine  größere 
Menge  Diphtherietoxin  mit  Antitoxin  unvollkommen  ab  und  spritzt 
4amit  Meerschweinchen,  so  treten  bei  diesen,  nach  der  Erholung  von 
der  Toxinvergiftung,  etwa  3  Wochen  nach  der  Injektion  Lähmungs- 
erscheinungen auf,  die  sich  zunächst  durch  Unsicherheit  besonders  der 
Hinterbeine  bemerkbar  machen.  Es  tritt  dann  mehr  oder  minder  voll- 
kommene Lähmung  ein,  die  sich  auch  auf  die  vorderen  Extremitäten 
ausdehnen  kann.  Während  manche  Tiere  eingehen,  überstehen  andere 
wieder  diese  mehr  chronisch  verlaufende  Vergiftung,  die  sich  meist 
fast  1  Woche,  öfters  auch  erheblich  länger  hinziehen  kann.  Ans  diesen 
Tatsachen  schloß  Paul  Ehrlich,  daß  in  der  Diphtheriegiftbouillon, 
neben  dem  akut  wirkenden  Diphtherietoxin  noch  ein  weiteres  Gift 
existiere,  das  die  Lähmungserscbeinungen  hervorruft  und  das  er 
Diphtberietoxon  nannte.  Er  nahm  an,  daß  die  in  der  Giftbouillon 
vorhandene  Menge,  im  Vergleich  zum  Toxin,  eine  nur  geringe  sei. 
Toxonwirkung  könne  deshalb  erst  dann  erfolgen,  wenn  die  Giftbouillon 
<iurch  Antitoxin  unvollkommen  abgesättigt  werde.  Dieses  bemächtige 
sich  zuerst  des  avideren  Toxins,  so  daß  als  Rest  eine  Flüssigkeit  mit 
angereichertem  Toxon  verbleibe. 

Die  Ansichten  Ehrlichs  fanden  Widerspruch  bei  ArrheniusO«  der 
die  Toxonwirkung  anfangs  aus  der  Dissoziation  kleiner  Toxinmengen 
(aus  dem  Sättigungsprodukt  von  Toxin- Antitoxin),  später  aus  Reaktions- 
produkten des  Toxins  und  Antitoxins  erklären   wollte,   während  eine 


1)  Vgl.  Arrhbnius,  Immunochemie  (Leipzig  1907),  S.  129  — 13L 
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eingehende  Studie  Moroenroths  ^)  die  EHRLiCHsche  Anschanan? 
stützte. 

Auch  V.  Calgar^)  nimmt  an,  daß  bereits  in  der  ursprüngliche 
Giftlösung  die  zwei  verschiedenen  Gifte  (Toxin  und  Toxon)  vorhanden 
seien  und  stützt  diese  Ansicht  durch  Druckdiffusionsversuche,  bei 
welchen  das  Toxin  angeblich  durch  eine  Membran  passierte,  währeDd 
das  Toxon  zurückgehalten  wurde.  —  Die  Mitteilung  von  Galcars  hielt 
einer  kritischen  Prüfung  Römers^)  und  Walbruns^)  nicht  stand. 
Auch  meine  eigenen  folgenden  Versuche  lassen  sie  nicht  als  wahr- 
scheinlich erscheinen.  —  Schließlich  ist  noch  die  Anschauung  Bordets 
anzuführen,  die  unabhängig  von  ihm  auch  von  Sw^lenorebbl  ge- 
äußert und  von  Grassberoer  und  Sghattenfroh  durch  Versuche 
am  Rauschbrandtoxin  und  Antitoxin  gestützt  wurden.  Sie  siud  der 
Ansicht,  daß  das  Toxon  ein  partiell  abgesättigtes  Toxin  darstelle,  da£ 
das  Toxin  mehrere  haptophore  Gruppen  enthalte,  von  denen  im  Toxon 
nodi  ein  Teil  frei  geblieben  sei. 

Die  folgenden  Versuche  hatten  den  Zweck,  durch  Ultrafiltration  eine 
Trennung  des  Toxons  von  den  übrigen  Reaktionsprodukten  zu  erzielen. 
Inwieweit  dies  gelungen  ist,  werden  die  Schlußausführungen  ergeben. 

Es  wurde  ein  Diphtherietoxin  verwandt,  dessen  absolut  tödliche 
Dosis  0,011  ccm  (f  4—5)  betrug.  Von  diesem  Gift  wurden  59  ccm 
gemischt  mit  10  ccm  Standardserum  (100  IE.) ;  die  Mischung  I  Stande 
im  Wasserbad  auf  40^  erwärmt,  dann  24  Stunden  bei  22®  aufbewahrt 
(nach  Moroenroth)  und  schließlich  mit  physiologischer  Kochsalzlösung 
auf  das  doppelte  Volumen  verdünnt  ^).  Von  dieser  Verdünnung  wurden 
110  ccm  durch  ein  2,5  Proz.-Ultrafilter«)  (aus  Eisessigkollodium)  bei 
1  Atmosphäre  filtriert.  Nachdem  40  ccm  abgelaufen  waren,  wurden 
diese  zurückgegossen  und  nochmals  filtriert,  bis  70  ccm  Filtrat  waren. 
Dem  Filterrückstand  wurden  20  ccm  entnommen ;  der  Rest  noch  drei- 
mal mit  je  30  ccm  physiologischer  Kochsalzlösung  ausgewaschen. 

In  gleicher  Weise  wurde  eine  Mischung  von  59  ccm  Gift  +  10  ccin 
Standardserum,  die  ebenfalls  durch  physiologische  NaCl-Ldsung  auf  das 
doppelte  Volumen  gebracht  war,  durch  ^n  3  Proz.-Ultrafilter  filtriert. 

Es  wurden  112  ccm  in  den  Trichter  gebracht,  wieder  40  ccm  ab- 
filtriert  und  zurückgegossen.  Schließlich  wurden  85  ccm  abfiltriert  und 
dem  Trichter  20  ccm  Rückstand  entnommen.  Mit  den  Filtraten  wurden 
Meerschweinchen  gespritzt  und  in  bekannter  Weise  die  Toxinwirkung 
festgestellt. 

1)  MoRGBNROTH,  Zeltschr.  f.  Hygiene,  Bd.  48  (1904),  8.  177  o.  ff . 

2)  V.  Caloar,  Berl.  klin.  Wochensohr.,  1904,  Nr.  89. 

3)  Behrings  Beitr.  zur  experimentellen  Pathologie,  1904. 

4)  Zit.  bei  Arrhbnius  1.  c. 

6)  Es  geschah  dies,  um  die  anfangs  reversible  Mischung  von  Toxin- 
Antitoxin  in  die  irreversible  Verbindung  zu  überführen. 

6)  Vgl.  Bbchhold,  Zeitschr.  f.  physikal.  Chemie,  Bd.  60,  S.  257—318. 
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Bei  der  Wahl  der  Filter  war  darch  Vorversuche  mit  reinem 
Diphtherietoxin  festgestellt  worden,  daß  das  4  Proz.-Ultrafilter,  welches 
noch  Spuren  Hämoglobin  durchließ,  Diphtherietoxin  zurückhielt.  Es 
mußte  also  ein  durchlässigeres  Ultrafilter  gewählt  werden,  da  bei  einer 
eventuellen  Trennung  von  Toxin  und  Toxon  mit  Wahrscheinlichkeit  anzu- 
nehmen war,  daß  Toxin  leichter  passiert,  daß  somit  ein  Filter,  welches 
Toxin  zurückhält,  auch  Toxon  zurückhalten  würde.  In  den  Vorver- 
suchen erwiesen  sich  das  2,5  Proz.-  und  das  3  Proz.-Ultrafilter  geeignet. 

Bei  der  Eiweißbestimmung  war  folgendes  zu  berücksichtigen. 
Es  kam  praktisch  nur  eine  Fällungsmethode  in  Betracht,  da  bei  N-ße- 
Stimmungen  auch  noch  andere  N-haltige  Bestandteile  der  Giftbouillon 
mitgefaßt  worden  wären.  Die  bequeme  EsBACHsche  Methode  kam 
nicht  in  Frage,  da  das  Reagens  auch  Albumosen  fällt,  die  in  der  Gift- 
bouillon reichlich  vorhanden  sind.  Es  erschien  daher  zweckmäßig, 
relative  Eiweißbestimmungen  mit  der  Kochprobe  (mit  HNO,)  vorzu- 
nehmen. Es  wurden  von  den  Gift-  und  Serummischungen  eine  Reihe 
von  Verdünnungen  hergestellt  und  für  diese  mit  der  Kochprobe  der 
Grad  der  Eiweißausflockung  bzw.  Trübung  festgestellt.  Durch  Ver- 
gleich der  in  entsprechender  Weise  behandelten  Filtrate  bzw.  Filter- 
rückstände konnte  der  Grad  der  Eiweißverminderung  bzw.  -konzen- 
tration  quantitativ  erfaßt  werden. 

Das  Ergebnis  der  Versuche  ist  in  nachstehenden  Tabellen  zu- 
sammengefaßt. 


Tabelle  1. 

Kontroll 

Bn. 

5»  «an    Gift   +   10 

ccm    Standardeerum   (100  IE.)   nach   Morgenroth   behandelt 

ond  alles  auf  das  Doppelte  verdünnt. 

Doeis  in 
ccm 

Tod  nach 
Tagen 

Lähmung 

Eiweißgehalt 

Bemerkungen 

Ko 

Dtrollen  vor  Behandlung  nach  Mobgenroth 

138 

24 

18.— 24.  Tag  mittel                       \ 

138 

20 

17.-20.    ,     Btork                        | 

Kon 

trollen  nach  Behandlung  nach  Moroekroth 

2,0 

3 

— 

2.0 

6 

— 

1.9 

4 

— 

1,8 

6 

— 

13 

4 

— 

1.6 

6 

— 

1,6 

16 

— 

1,4 

25 

14.-25.  Tag 

1.4 

25 

20.— 25.    y,    schwer 

1,4 

7 

— 

Zweifelhaft,  ob  an  Diphtherie- 
toxin gestorben 

1,2 

23 

17.— 23.  Tag_8chwer 
??2ö.-28.Tag 

iS 

29 

0,8 

9 



Darmaffektion 

0,6 

30 

24.— 30.  Tag  schwer 

0,4 

lebt 

— 

0,2 

lebt 

— 
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Tabelle  2.    Ultrafiltration  durch  2,5  Proz.  Nr.  566  B-Filter. 


Dosis  in 
ccm 


To<i  nach 
Tagen 


Lähmung 


KiwoißiTohnli 
Kontrolle  als 
1  bezeichnet 


BemerkoDgen 


Filtrat 


16,0 

4 

10.0 

12 

5,0 

29 

3,0 

25 

1,5 

lebt 

1.4 

3 

1.3 

7 

1>2 

6 

1,0 

25 

03 

34 

0,6 

25 

0,4 

lebt 

0,2 

lebt 

2,0 

3 

1,8 

6 

1,5 

5 

1,5 

20 

1,0 

23 

0.5 

29 

0,25 

lebt 

26.-29.  Tag 
21.-25.  Tag  stark 


<1 

>V„  also 

ca.  0,75 


24.-26.  Tag  geringe  ünstdur- 
heit  in  den  Beinen 


Filterrückstand 


22.-25.  Tag  Bchwer 
25.-34.    ,        , 
21.-25.    .        , 
24.-33.    ,        . 


ca.  Ifi 


3mal  ausgewaschener  Filterrückstand 


12.— 20.  Tag  schwer 
21.-23.    ,        , 
21.-29.    .        . 
2ö.— 29.    ,  zweifei 
haft 


ca.  1,3 


Tabelle  3.    Ultrafiltration  durch  3  Proz.  Nr.  566  B-Filter. 


20,0 


iltrat 


14,0 

16 

b,0 

lebt 

6,0 

lebt 

4,0 

lebt 

3.0 

lobt 

2,0 

33 

1,5 

lebt 

13 

2 

1.4 

3 

1,2 

4 

1,0 

2 

0,8 

4 

0,8 

20 

0,6 

4 

0,4 

4 

0,4 

24 

0,3 

lebt 

0.2 

lebt 

0,1 

lebt 

2,0 

3 

0.8 

3 

0,4 

6 

23.-33.  Tag 


20.— 28.  Tag  stark 


ca.  0,1 


Filterruckstand 


ca.  2,5 


19.— 24.  Tag  schwel 
J3.-2S.    ,         , 
23.-38.    ,    stark 
26.-35.    „    gering 

3mal  ausgewaschener  Filterrückstand 
-  l    ca.  2,5 


ischwcre  lokale  Erscheinaogoi. 
—  Nebennieren  nicht  geröut 


vom  26.-28.  Tag  kleine  Un- 
sicherheiten i.  d.  Extremitaleo 

am  24.  u.  25.  Tag  kleine  UnMcher- 
heilen  in  den  Extremitäten 

gef»t  infolge  eines  umfangreichen 
zerfall.  Tumore  {1f)  am  Maul 


Lunge  hepatisch 

nicht  an  Diphtherie  gestorben 
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Was  ergibt  sich  nun  aus  diesen  Zahlen? 
Wir  wollen 
mit  1  die  Dosis  Toxin  bezeichnen,  welche  in  4— 6  Tagen  tötet.     Sie  ist 

bei  der  Original(EoDtroll-)miscbi]iig  enthalten  in   1,9  ccm, 
mit  1   die  Dosis  Tozon,  welche  nach  20 — 30  Tagen  deutliche  Lähmung 
bewirkt.    Sie  ist  bei  der  Original(Kontroll-)mi8chung  enthalten  in 
0,6  ccm, 
mit  1   die  Dosis  Eiweiß,  welche  in  1,9  ccm  der  Originaltozin-Antitozin- 

mischuDg  enthalten  ist; 
dann  ergibt  sich  folgendes  Verhältnis  für  das 


VerhältniB  der  Doeeo               |       Toxin       |            Toxod 

Eiweitt 

2,5  Proz.-Ultrafilter 

Kontrollen 

1            i          3.1 

1 

Filtrat 

0.12 

0.03 

0,75 

FUterrückstand 

1,5 

>4.75  <9,5 

1,5 

„              Smal  aoBgewaschen 

1.2 

>6ß 

Iß 

alles  umgerechnet  auf  Toxin  =  1 

Kontrollen 

1            1          3.1 

1 

Filtrat 

1                       53 

6.2 

l            1      >  3.17  <  6,34 

1,0 

„             Smal  ausgewaschen 

1            1      >3,18 

W 

3  Proz.-Ultrafilter 

KontroUen                                               !         1                       3.1 

1 

Filtrat                                                              0.09 

0,1)3 

0,1 

FUterrückstand                                              2;24 

19 

2jb 

alles  umgerechnet  auf  Toxin  »  1 

Kontrollen                                                       1 

3.1 

1 

Filtrat                                                              1 

6.n9 

1,1 

FUterrfickstand 

1 

8,75 

1,1 

Wir  finden  somit,  dafi 

für  Eiweiit  das  2,6  Proz.  Ultrafilter  stark  durchlässig  ist;  im  Rück- 
stand ist  nur  eine  mäßige  Konzentrationsei  höhung. 

FOr  Toxin  findet  eine  starke  Zurückhaltung  statt.    Das  Filtrat  ist  auf  den 
8.  Teil  verdünnt;  im  Rückstand  eine  mäßige  Eouzentrations  erhöhung. 

Für  Toxon   finden   wir   im  Filtrat   eine   geringere  Verdünnung  als   des 
Toxin   (nur   auf   etwa  ein  Fünftel);  im  Rückstand   trotzdem  eine 
Konzentrationserhöhung. 
Das  Auswaschen  ändert  das  Resultat  nicht  sehr  beträchtlich. 
Beim  8  Proz.-Ultraf ilter  finden  wir,  daß 

EiweiB   zum  |2;röfiten  Teil  zurückgehalten  wird;   das  Filtrat  ist  auf  den 
10.  Teil  verdünnt 

Toxin   ist   im  Filtrat  noch  etwas  verdünnter,    als  beim   2.5  Proz.-Ultra- 
filter.    Im  Rückstand  ist  es  wesentlich  konzeiitrieiter. 

Tozon  ist   im  Filtrat   etwa   so  verdünnt,   wie  beim  2.5  Proz.-Ultrafilter. 
Im  Rückstand  ist  es  ganz  bedeutend  konzentrierter. 

Schon  ein  bloßer  Ueberblick  über  die  Zahlen  lehrt,  daß  die  Kon- 
zentrationscrhöhungen  im  Rückstand  nicht  den  Verdünnungen  im  Filtrat 
entsprechen,  and  man  muß  sich  ferner  fragen,  ob  die  Verschiebungen 
im  Verhältnis  Toxin  :  Toxon  auf  verschiedene  Teilchen  große,  also  auf 
eine  Trennung  der  beiden  Bestandteile  durch  Filterwirkung  zurQck- 
KufQhren  ist.  Darauf  erhalten  wir  eine  Antwort,  wenn  wir  eine  Ge- 
samtbilanz aufstellen. 
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Diese  ergibt  ffir  das 


2,5  Pros.-ültrafilter 


Die  zur  Filtration  benutzten  Doeen 

Toxin 

Toxon 

Eiweifi 

110  ccm  Toxin- Antitoxin  enthielten 

57,9 

>  183.3 

57,9 

In  dem  70  ccm-Filtrat  waren 
„      „     40  ccm-FilterrückeUnd 

4,4 
30.8 

23 
>100biß  <200 

27,6 
31,5 

{Summe 
Differenz  gegenüber  AusgangBlösung 

„        in  Proz.  der  AusgangBlösung 

35^ 
-22,7 

-39  Proz. 

>123bi8<223 

<-60,3bifi 

<  +  39,7 

<  —  32,9  Proz.  bifi 

<  + 17,9  Proz. 

59,1 
+  2API0Z. 

112  ocm  Toxin- Antitoxin  enthielten 
In  dem  85  ccm-Filtrat  waren 
„      ,,     20  ccm-Filterrückstand 


Summe 

Differenz  gegenüber  Ausgangslöeung 
„        m  Proz.  der  Ausgangslöeung 


58.9 


187 


4.25 
23,5 


28,3 
200 


27,75 

-31,15 

—  52,9  Proz. 


2283 

+  41,3 

+  22,1  Proz. 


4^ 
50 


54,8 

-4,1 

—  6,9  Proz. 


Aus  diesen  Bilanzen  ergibt  sich,  daß  bei  Eiweiß  keine  bemerkens- 
werten Verluste  eingetreten  sind,  daß  also  die  Konzentrationen  und 
die  Verdünnungen  auf  reine  Filterwirkungen  zurückzuftihren  sind.  Hin- 
gegen finden  wir  bedeutende  Verluste  beim  Toxin;  beim  Toxon  sind 
sie  für  das  2,5  Proz.-Filter  zweifelhaft;  beim  3  Proz.- Filter  können 
keine  Toxonverluste  eingetreten  sein.  Daraus  ergibt  sich,  daß  das 
Filter  große  Mengen  Toxin  und  wenig  bzw.  kein  Toxon  adsorbiert 
hat.  Die  Verschiebung  in  dem  Verhältnis  Toxin  :  Toxon  ist  danach 
nicht  auf  eine  bemerkbare  Verschiedenheit  in  der  Teilchengröße,  also 
nicht  auf  eine  Trennung  durch  Filtration  zurückzuführen,  sondern  in 
erster  Linie  auf  die  stärkere  Adsorbierbarkeit  des  Diphtherietoxins. 
E%  ist  bekannt,  daß  gewisse  Gruppen,  wie  z.  B.  die  Phenylgruppe,  die 
Adsorptionsfähigkeit  begünstigen.  Wir  dürfen  somit  schließen,  daß  das 
Diphtherietoxin  mehr  oder  weit  stärker  adsorptionsfähige  chemische 
Gruppen  enthält,  als  das  Toxon.  Dies  würde  auch  zu  seiner  akuteren 
Wirkung  passen.  Gute  Farbstoffe,  die  stark  adsorbiert  werden,  haften 
fest  an  der  Faser,  während  solche  mit  geringer  Adsorptionsfäbigkeit 
„nachbluten",  d.  h.  beim  Auswaschen  ständig  eine  kleine  Menge  des 
Farbstoffes  wieder  abgeben.  In  dieser  Weise  dürfen  wir  uns  wohl  die 
chronische  Nachwirkung  des  Toxons  vorstellen. 

Eine  Entscheidung,  ob  die  EHRLiCHsche  oder  die  BoRDBTSche 
Anschauung  zu  Recht  besteht,  gibt  diese  Untersuchung  nicht.  Wohl 
aber  gewinnen  wir  durch  sie  einen  Einblick  in  die  physiko-chemische 
Natur  der  beiden  Gifte:  wir  sehen,  daß  das  Diphtherietoxin  ein  sehr 
stark  adsorbierbarer  Körper  ist,  dessen  Zurückhaltung  durch  das  Ultra- 
filter nur  teilweise  durch  die  Enge  der  Poren  bedingt  wird.  Das  Toxod 
hingegen  ist  ein  nur  wenig  adsorbierbarer  Stoff,  der  bei  der  Ultra- 
filtration je  nach  der  Porengröße  mehr  oder  minder  zurückgehalten  wird. 


Ueber  Säureagglutination 
bei  Erregern  des  Qasödems 


Von 

Dr.  W.  Georsi 

Assistent  am  Institut 


Arb.  a.  d.  Inst.  f.  exp.  Ther.  u.  d.  Georg  Spey«r-Haine  tu  Frankfurt  a.  H.  VII. 


Ans  dem  Kgl.  Institut  fflr  experimentelle  Therapie  in  Frankfurt  a.  M. 
(Direktor:  Geh.  Medizinalrat  Prof.  Dr.  W.  Kolle). 


im  folgenden  möchte  ich  über  Versuche  berichten,  die  darauf  ab- 
zielten, das  von  L.  Michaelis  0  in  die  Bakteriologie  eingeführte  Prinzip 
der  Säureagglutination  für  die  Unterscheidung  von  den  Erregern  des 
Gasödems  anzuwenden,  und  über  die  bereits  früher  in  der  Arbeit  von 
KoLLE,  Sachs  und  Georgia)  kurz  berichtet  ist 

Michaelis  hat  die  Säureagglutination  der  Bakterien  als  diagnosti- 
sches Hilfsmittel  benutzt,  nachdem  er  in  seinen  bekannten  Unter- 
suchungen über  Eiweißkörper  nachgewiesen  hatte,  daß  am  isoelektrischen 
Punkt,  d.  h.  bei  aufgehobenem  elektrischen  Potentialgefälle  zwischen 
Eiweißkörpern  und  Wasser,  Koagulation  auftritt.  Michaelis  nimmt 
dabei,  entsprechend  der  von  Bredio  vertretenen  Betrachtungsweise, 
an,  daß  wie  bei  Suspensionskolloiden  wohl  auch  bei  Eiweiß  wenigstens 
zum  Teil  keine  eigentliche  Löslichkeit  besteht  und  daß  durch  die  gleich- 
sinnige elektrische  Ladung  der  Partikelchen,  die  sich  gegenseitig  ab- 
stoßen, eine  scheinbare  Lösung  zustande  kommt.  Wenn  aber  die  elek- 
trische Ladung  diese  bedingt,  so  müssen  nach  dieser  Auffassung  die 
Eiweißkörper  ausfallen,  sobald  die  Entladung  eintritt.  Auch  bei  Bak- 
terien, die  sich,  wie  die  interessanten  Untersuchungen  von  Neisser' 
und  Friedemann  ^)  gezeigt  haben,  wie  elektronegativ  geladene  Suspen- 
sionskolloide verhalten,  wird  daher  eine  Ausflockung  der  homogenen 
Suspension  dann  eintreten,  wenn  mit  dem  isoelektrischen  Punkt  die 
Aufbebung  der  elektrischen  Ladung  erreicht  ist.  So  kann  man  denn 
nach  Michaelis  annehmen,  daß  die  einzelnen  Bakterienstämme,  sofern 
sie  einen  verschiedenen  Grad  der  Ladung  besitzen,  durch  Zusatz  ver- 
schiedener Wasserstoffkonzentrationen  zur  Ausflockung  gebracht  werden. 
Die  Möglichkeit,  daß  bei  verschiedenen  Bakterienarten  die  elektrische 
Ladung  mehr  oder  weniger  große  Abweichungen  aufweist,  ist  bei  dem 

1)  L.  Michaelis,   Deutsche  med.  Wochenschr.,  1911,  Nr.  21,  S.  969. 

2)  Eollb,  Sachs  und  Oeorqi,  Zeitschr.  f.  Hyg.,  Bd.  86,  1917,  8.  118^ 
ttnd  DeutBche  med.  Wochenschr.,  1918,  Nr.  10. 

3)  NiBissBR  und  Fribdbmamn,  Münchn.  med.  Wochensehr.,  1904,  Nn  11. 
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komplizierten  Aufbau  der  Bakterienleiber  a  priori  gegeben,  zumal  jt 
bereits  differente  Eiweißkörper  nach  Michaelis  yerschiedene  Ladimf 
besitzen. 

Vor  allem  hat  Michaelis  markante  Unterschiede  innerhalb  der 
Typhus- Coligruppe  feststellen  können,  indem  Colibacillen  sich  im  Gegen- 
satz zu  den  Typhusbacillen  bei  der  Säureagglutination  außerordentlick 
resistent  erwiesen.  [Vgl.  hierüber  auch  Beniasch  ^)  und  dessen  systemi- 
tische  Untersuchungen  an  anderen  Bakterienarten.J 

Bei  der  Säureagglutination  spielt  nach  Michaelis  nur  die  Wasser- 
stoffkonzentration eine  Rolle.  Das  Säuremolekül  an  sich  und  das  Säare- 
anion  sind  bedeutungslos.  Es  hängt  daher  die  Wirksamkeit  nicht  allein 
von  der  Säurekonzentration,  sondern  wesentlich  von  dem  Dissoziatioos- 
grad  ab.  Durch  den  Umstand,  daß  Eiweißkörper,  also  auch  Bakterien. 
Säuren  absorbieren,  ist  es  aber  nicht  möglich,  einfach  mit  verdünnten, 
wenn  auch  stark  dissozierten  Säarelösungen  zu  arbeiten,  da  die  an- 
spezifische Absorptionskraft  eine  durchsichtige  Versuchsanordnung  nicht 
mehr  ermöglicht').  Um  diese  Fehlerquelle  zu  vermeiden  und  zugleich 
zu  der  erforderlichen  geringen  H-Ionenkonzentration  zu  gelangen,  bat 
Michaelis  Regulatorgemische  für  die  Säureagglutination  verwendet. 
Dazu  können  geeignete  Gemische  einer  organischen  Säure  mit  Alkali 
dienen.  Zugleich  mit  der  derart  entstehenden  Salzbildung  wird  un- 
gefähr proportional  die  (H*)-KoDzentration  verkleinert. 

Die  von  mir  verwandten  Puffergemische  wurden  nach  der  Vor- 
schrift von  Michaelis,  wie  Tabelle  1  zeigt,  hergestellt 

Tabelle  L 


normal  NaOH 


1.  1  Teü 

2.  1  „ 

3.  1  „ 

4.  1  „ 

5.  1  „ 
Ö.  1  „ 


normal 
Eeeigsäure 


1,5  Teile 

2  „ 

3  „ 
5  „ 
9        „ 

17        „ 


Aqua  deet. 


17,5  Teüe 
17        „ 
16        „ 

10        „ 
2        „ 


=  (H*)-Konzentration 


=  0,9. 10-» 
=  1.8.10-» 
=  3,6. 10-» 
=  0.7. 10-* 
=  1.4.10-* 
=  2,8. 10-* 


Die  erforderlichen  BacillensnspensioDen  der  verschiedenen  Gasödem- 
erreger wurden  aus  48-8tündigen  Bouillonkulturen  (entweder  durch  H-Atxno- 
spbäre  oder  durch  Zugabe  von  Muskelstückchen  anaörob  gehalten)  ge- 
wonnen. Das  durch  Zentrifugieren  gewonnene  Bakteriensediment  worde 
mit  physiologischer  Kochsalzlösung  2mal  gewaschen  und  sodann  in  destil- 
liertem Wasser  aufgeschwemmt  •)  und  zur  Entfernung  gröberer  Partikelchen 


1)  Bbniasch,  Zeitschr.  f.  Immunitätsforschung,  Bd.  12,  1912,  S.  268. 

2)  Vgl.  hierzu  Michablis  und  Adlbr,  Zeitschr.  f.  Immun itätsforscbiiDg, 
Bd.  23,  1915,  S.  327,  und  Sgautzbr,  Zeitschr.  f.  Hyg.,  Bd.  76,  1913,  S.  2(^9. 

8)  Kochsalzlösung  ist  natürlich  nach  Michablis  wegen  Beeinflassoog 
der  Puffergemische  zu  vermeiden. 
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dorch  Papier  filtriert.  Durch  entsprechende  Verdünnung  mit  destilliertem 
Wasser  wurden  die  einzelnen  Bakterienaufschwemmungen  schätzungsweise 
auf  dieselbe  Dichte  gebracht. 

Zu  den  Agglutinationsversuchen  wurden  3  Teile  Bakteriensuspension 
zu  einem  Teil  des  Säaregemisches  hinzugefügt.  Die  Versuchsröhrchen 
wurden  im  Brutschrank  aufbewahrt.  Die  Agglutination  wurde  zu  ver- 
schiedenen Zeiten,  zum  ersten  Male  meist  nach  Yi  Stunde  abgelesen.  Das 
Ergebnis  wurde  in  der  üblichen  Weise  mit  0;  +;  ++;  +++;  ++  +  + 
bezeichnet. 

Was  nun  das  Verhalten  der  Säureagglutination  bei  Gas^demerregern 
anlangt,  so  soll  im  folgenden,  ohne  auf  die  Frage  der  Differenzierbar- 
keit  oder  des  Zusammenhanges  der  einzelnen  Typen  hier  näher  ein- 
zugehen, ebenso  wie  in  der  Arbeit  von  Kolle,  Sachs  und  Georoi 
nur  unterschieden  werden  zwischen: 

a)  den  putrifizierenden,  stark  beweglichen  Arten  (sogenannter  Putri- 
ficustyp) ; 

b)  den  nicht-putrifizierenden,  mehr  oder  weniger  beweglichen  Arten 
(sogenannter  Rauschbrandtyp) ; 

c)  den   nicht- putrifizierenden,   unbeweglichen  Arten  (sogenannter 
WELGH-FRlKKELscher  Typ). 

Das  verschiedene  Verhalten  je  eines  Vertreters  der  drei  Typen 
zeigt  Tabelle  2,  in  der  das  Ergebnis  der  Säureagglutination  nach 
V4  Stunde  und  nach  18-stfindigem  Aufenthalt  im  Brutschrank  notiert  ist. 


Tabelh 

5  2. 

Bäureaggluünation  der  BacilleDaufsi 

shwemmuDgen 
c)  PÜtrif 

von 

H-Kon- 
zentration 

a)  Frankeltyp 

b)  Rauschbraudtyp 

icustyp 

nach 
V,  Std. 

nach 
18  8td. 

nach 
V,  ötd. 

nach 
18  Std.     j 

nach        ' 

V.  Std.     , 

nach 
18  Std. 

1.  0,9. 10-» 

2.  i3-i(r« 

3.  3.6. 10-« 

4.  0,7.10-* 

5.  1,4.10-* 

6.  2^.10-* 

oooooo 

oooooo 

0 
0 

+ 

++ 
+++ 
+++ 

0 

+  +  + 

+  +  +  + 
+  +  +  + 
4-  +  +  + 

0 

+  +  +      , 
4-  +  +  + 
+  +  +  + 
+  4-  +  + 

+ 
+  +  +  + 
+  +  +  + 
+  +  +  + 
+  +  +  + 
+  +  +  -h 

Die  Tabelle  zeigt,  daß  man  bei  den  drei  Vertretern  der  einzelnen 
Typen  drei  verschiedene  Grade  der  Säureagglutination  unterscheiden 
kann.  Am  stärksten  ist  der  stark  bewegliche  Putrificusstamm  agglu- 
tiniert  worden.  Er  weist  bereits  bei  der  2.  H-Konzentration  deutliche 
Agglutination  auf;  die  schwächste  H- Konzentration  ist  wirkungslos. 
Einen  deutlichen  quantitativen  unterschied  zeigt  bereits  das  Verhalten 
des  Rauschbrandtyps,  denn  hier  reicht  erst  die  3.  H-Ionenkonzentration 
nach  V4  Stunde  langem  Eontakt  zur  Agglutination  aus.  Quantitativ 
unterscheidet  sich  wenigstens  innerhalb  der  Versuchsbreite  der  Ver- 
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treter  des  Fränkeltypus,  da  dieser  auch  durch  die  stärkste  Wasserstoff- 
ionenkoDzentratioD  nicht  beeinflußt  wird.  Die  Resistenz  des  Fränkd- 
typus  ist  so  stark,  daß  auch  nach  18  Stunden  noch  keine  AggIntioatioD 
eingetreten  ist^),  während  die  Agglutinationsstärke  beim  Rauschbrand- 
und  beim  Putrificustyp  in  dieser  Zeit  weiter  fortgeschritten  ist,  wie  es 
die  Tabelle  2  zeigt.  Der  Unterschied  zwischen  dem  Verhalten  des 
Rauschbrand-  und  des  Putrificusvertreters  ist  aber  trotzdem  noch  er- 
kenntlich. Er  äußert  sich  übrigens  nicht  nur  in  dem  Grade  der  Agglu- 
tination, sondern  auch  in  der  Form  des  Agglutinats,  das  beim  Ransch- 
brandtyp  feinflockig,  bei  Putrificusbacillen  mehr  grobflockig  ausgefallen 
ist.  Das  hier  mitgeteilte  Ergebnis  ist,  wie  bereits  Kolle,  Sachs  und 
Georgi  hervorgehoben  haben,  insofern  von  Interesse,  als  die  einzehen 
Gasödemerreger  dieselben  Abstufungen  bei  der  Säureagglutination  zeigen, 
wie  sie  auch  bei  Verwendung  von  multivalenten  Gasödemseris  zu  be- 
obachten sind.  Man  darf  hierin  wohl  einen  weiteren  Hinweis  darauf 
erblicken,  daß  auch  in  der  Gasödemgruppe  bei  Verschiedenheiten 
der  Agglutinabilität  nicht  allein  dem  Rezeptorapparat  maßgebende  Be- 
deutung zukommt,  sondern  auch  die  physikalisch-chemische  Struktur 
der  einzelnen  Erreger,  wie  sie  ja  bei  der  Säureagglutination  allein 
maßgebend  ist,  eine  jedenfalls  zu  berücksichtigende  Rolle  spielt. 

Ob  man  nun  die  Säureagglutination  zur  Differenzierung  innerhalb 
der  Gasödemgruppe  verwenden  kann,  das  glaube  ich  zunächst  dahin- 
gestellt lassen  zu  müssen.  Die  quantitativen  Unterschiede  zeigten 
nämlich  bei  einer  größeren  Reihe  von  Gasödemerregern  doch  derartige 
üebergänge,  daß  ein  scharfes  Auseinanderhalten  ver- 
schiedener Gruppen  nicht  angängig  erschien.  Vielleicht 
wäre  es  möglich,  aus  einem  stärkeren  Grade  der  SäureagglutinabiUtit 
den  Schluß  zu  ziehen,  daß  es  sich  nicht  um  unbewegliche  Bacillen  vom 
sogenannten  Fränkeltyp  handelt.  Die  umgekehrte  Schlußfolgerung,  dat 
eine  Säureresistenz  für  den  Fränkeltypus  charakteristisch  wäre,  lab 
sich  nach  meinen  bisherigen  Erfahrungen  nicht  ziehen.  Ich  habe  nämlich 
beobachten  können,  daß  solche  Gasödemerreger,  die  man  je  nach  der 
Wahl  des  Nährbodens  in  beweglicher  oder  unbeweglicher  Form  erhalten 
kann,  durch  die  Ueberführung  in  die  unbewegliche  Form  jedenfalls  an 
Säureagglutinabilität  mehr  oder  weniger  einbüßen,  wie  das  z.  B.  folgender 
Versuch  zeigt: 

2  Gasödemstämme  I  und  11  wurden 

a)  auf  Maskelstückchenbouillon  beweglich, 

b)  auf  Traubenzuckerbouillon  unbeweglich  gezüchtet. 


1)  Wurde  die  H-Ionenkonzentration  noch  weiter  gesteigert,  wan  man 
nach  Michaelis  durch  Verwendung  von  Milcheäurepaffergemischen  er- 
reichen kann,  so  kann  schließlich  auch  bei  Fränkelbacillen  eine  Aggln- 
tination  erreicht  werden. 
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Das  Ergebnis  der  Sänreagglutination  der  Bacillenanfsohwemmang,  die 
schliefilich  ans  gleichartiger  Züchtung  (Mnskelsttickchenboaillon)  gewonnen 
war^),  zeigt  Tabelle  8  nach  18-stiindigem  Aufenthalt  im  Brutschrank. 


Tabelle  3. 

H-Eonzentration 

SänreagglatiDation  der  Bacillenaufschwemmang  von 
btamm  I                    |                   Stamm  II 

a)  bewegliche 
Form 

b)  unbewegliche 
Form 

a)  bewegliche 
Form 

b)  unbew^liche 
Form 

1.  0,9. 10-» 

2.  13'10-» 

3.  3,6.10-» 

4.  0,7.10-* 

5.  1,4.  IQ-* 

6.  23-10-* 

0 
0 
0 

1  t 

0 
0 
0 
0 
0 
? 

0 
0 
0 

+ 
+  +  + 
+  +  + 

oooooo 

Aus  der  Tabelle  ergibt  sich,  daS  die  unbewegliche  Form  gegenüber 
der  beweglichen  in  beiden  Fällen  mehr  oder  weniger  an  Säureagglu- 
tinabilität  eingebfißt  hat,  und  die  Versuche  deuten  darauf  hin,  daß 
zwischen  Säureagglutination  und  Beweglichkeit  bei  Gas- 
ödemerregern wohl  ein  gewisser  Zusammenhang  be- 
stehen dflrfte.  Es  entspricht  das  den  von  Michaelis  erhobenen 
Befunden,  nach  denen  ja  auch  in  der  Gruppe  der  Typhus-Colibakterien 
gerade  die  unbeweglichen  Arten  sich  durch  eine  Säureresistenz  vor  den 
beweglichen  auszeichnen.  Bei  den  Erregern  des  Gasödems  spielen  die 
Beziehungen  zwischen  Beweglichkeit  und  Agglutinabilität  ja  auch  bei 
der  Serumagglutination  eine  mehr  oder  weniger  große  Rolle.  So  dürften 
sich  auch  in  dieser  Hinsicht  zwischen  Säureagglutination  und  Serum- 
agglutination Vergleichspunkte  ergeben,  deren  Verwertbarkeit  freilich 
weiteren  Versuchen  vorbehalten  werden  muß. 


1)  Selbstverständlich  wurden  die  Unterschiede  in  der  Beweglichkeit 
vor  der  Zubereitung  der  Bacillenaufschwemmung  nochmals  mikroskopisch 
kontrolliert. 


Zur  Kenntnis 
des  Silbersalvarsannatriums 

(1.  Mitteilung) 


Von 

A.  Blnz 


Aus  der  Chemischen  Abteilung  des  Oeorg  Speyer-Hanses 
zü  Frankfurt  a.  M. 


N. 


lachdem  W.  Kolles  Arbeiten^)  die  therapeutische  Bedeutung 
des  Silbersalvarsannatriums  dargetan  haben,  ist  ein  eingehendes  che- 
misches Studium  dieser  Substanz  erforderlich  geworden.   Es  wird  von 
dem  Verfasser  dieser  Mitteilung  in  Gemeinschaft  mit  H.  Bauer  durch- 
geführt.    Die  betreffenden  Versuche  sind  noch  nicht  beendet,   wohl 
aber  kann  Aber  eine  analytische  Vorarbeit  berichtet  werden,   deren 
Notwendigkeit    sich    daraus    ergab,    daß    die    übliche    Aufschließung 
nach  Garius  im  Einschlußrohr  zur  Bestimmung  von  Arsen  und  Silber 
sich  als  unzulänglich  erwies.   Es  ist  das  immer  dann  der  Fall,  wenn  es 
sich  um  größere  Flüssigkeitsmengen  oder  um  Substanzproben,  handelt, 
die  wegen   der  damit  verknüpften  Arbeit  kostbar  sind  und  nicht  der 
bekannten   Gefahr   des  Platzens   der   hoch   erhitzten  Einschlußröhren 
ausgesetzt  werden  sollen.    Zwar  stellt  die  analytische  Praxis  hierfür 
noch  andere  Verfahren  zur  Verfügung:  das  Kochen  mit  rauchender 
Salpetersäure,  wie  es  beim  Bestimmen  von  Arsen  im  Harn  üblich  ist'); 
die  Zerstörung  der  organischen  Substanz  nach  Fresenius  und  Babo  ^) 
mit  Kalinmchlorat  und  Salzsäure;  das  Kochen  mit  Schwefelsäure  und 
Salpetersäure  nach  der  Vorschrift  des  Deutschen  Arzneibuches^). 
Indessen  ist  das  erste  der  genannten  Verfahren  bei  Silbersalvarsan- 
natrium  nicht  einwandfrei,  da  eine  vollkommene  Zerstörung  aromatischer 
Substanzen  durch  bloßes  Kochen  mit  Salpetersäure  meist  nicht  erreicht 
wird.    Das  zweite  Verfahren  ist  bei  Salvarsan  anwendbar^),  versagt 
aber  beim  Silbersalvarsan.    Zwar  wird  die  Substanz  größtenteils  auf- 
geschlossen, nicht  aber  ganz.    Bei  mehrfachen  Versuchen  bildeten  sich 
stets  rote,  ölige  Tropfen,  die  der  Zerstörung  widerstanden.    Es  zeigt 

1)  Deutsche  med.  Wocfaenschr.,  1918,  Nr.  43  u.  44;  sowie  Dermatol. 
Zeitschr.,  Bd.  27,  1919,  Heft  1. 

2)  J.  Bano,  Harnanalyse,  Wiesbaden  1918,  8.  72. 

3)  W.  AuTENRiBTH,  Die  Auffindung  der  Gifte,  Tübingen  1909,  S.  126. 

4)  5.  Ausgabe,  1910,  8.  347. 

5)  G.  0.  Gabbbl,  Arch.  d.  Pharm.,  Bd.  249,  1911,  8.  49. 
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sich  hierbei,  daß  das  Silbersalyarsannatrium  nicht  als  einfaches  Er- 
zeugnis der  Addition  seiner  Komponenten  anzusehen  ist.  Was  schließlich 
das  dritte  der  genannten  Verfahren  angeht,  so  bernht  es  auf  der  Ab- 
spaltung des  Arsens  als  Arsensäure,  Zugabe  von  Jodkalium  und  Titration 
des  ausgeschiedenen  Jodes.  Es  ist  fQr  die  Bestimmung  des  Arsens 
allein  brauchbar,  eignet  sich  aber  wegen  des  üeberschusses  an  starker 
Säure  nicht  gut  zur  gleichzeitigen  Bestimmung  des  Silbers. 

Aus  diesen  OrQnden  wurde  ein  anderer  Weg  eingeschlagen.  L.  Behdi. 
hat  mitgeteilt,  daß  m-Aminophenjlarsenoxjd  durch  Wasserstoff- 
superoxyd zur  entsprechenden  Arsinsäure  oxydiert  wird^).  Des- 
gleichen führten  Ehrlich  und  Bbrtheim  ^  das  Diamino-dioxy-arseno- 
benzol  durch  Wasserstofifsuperoxyd  in  alkalischer  Lösung  in  Amino- 
oxy-phenylarsinsäure  fiber : 

As  ==  As  AsOgH, 

I  I  I 

/\    /\  H,0,  2    /\ 

I       I    I       I I       I 

/\/    \/\  /\/ 

NH,     I          I      NH,  NH,     I 

OH     OH  OH 

Diese  Reaktionen  treten  mit  einer  solchen  Leichtigkeit  ein,  daß  za 
erwarten  war,  es  werde  sich  auf  diesem  Wege  ohne  Schwierigkeit  zuA 
das  Gefüge  des  Silbersalvarsannatriums  lockern  lassen,  und  das  Silber 
als  Silberoxyd  zur  Abscheidung  kommen.  Das  ist  in  der  Tat  der  Fall. 
Das  Silber  ist  damit  der  Wägnng  zugänglich  geworden,  und  zugleich 
ist  das  Arsen  in  eine  Form  übergegangen,  in  der  es  mit  Leichtigkeit 
als  Arsensäure  vom  Kerne  gelöst  werden  kann.  Als  ein  hierzu  be- 
sonders geeignetes  Reagens  erwies  sich  das  Natriumhypochlorit 
Im  einzelnen  wurde  folgendermaßen  gearbeitet: 

0,6232  g  Silbersalyarsannatrium  wurden  mit  30  ccm  Wasser  und 
6  ccm  Perhydrol  (konz.  Merck)  1  Stunde  zum  Sieden  erhitzt.  Hierbei 
verschwindet  die  braune  Farbe  des  Silbersalvarsannatriums,  und  das 
Silber  scheidet  sich  als  Oxyd  ab,  in  dem  sich  vielleicht  auch  metallisches 
Silber  befindet.  Man  dampft  nach  Zusatz  von  9  ccm  konzentrierter 
Salpetersäure  auf  dem  Wasserbade  zur  Trockne,  wobei  das  Silber  fast 
ganz  in  Nitrat  übergeht  Ein  kleiner  Teil  verbleibt  als  Chlorsilber, 
weil  die  analysierte  Substanz  Spuren  von  Ghlornatrium  enthält.  Es 
erfolgt  jetzt  Zusatz  von  30  ccm  Hypochloritlösung,  bereitet  durch  Aof- 
tropfen  von  85  ccm  einer  Mischung  von  11  ccm  Wasser  und  84  ccm 
Salzsäure  (spezifisches  Gewicht  1,19)  auf  13  g  Kaliumpermanganat  und 
Auffangen  des  Chlors  in  60  ccm  10-fach  normaler  Natronlauge  gemischt 


1)  Ber.  d.  Deutsch.  Cham.  Qes,,  Bd.  44,  1911,  S.  3304. 

2)  Ber.  d.  Deutsch.  Cham.  Gas.,  Bd.  45,  1912,  8.  765. 
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mit  150  ccm  Wasser.  1  ccm  dieser  Lösung  entspricht  nach  Zugabe  von 
Jodkalium  etwa  1,5  ccm  Vio-^-'I'hiosnlfat.  Mit  der  angegebenen  Menge 
Hypochlorit  erhält  man  die  Lösung  samt  der  darin  suspendierten  ge- 
ringen Chlorsilbermenge  1  Stunde  lang  am  Rflckflußkflhler  in  kräftigem 
Sieden,  wobei  das  Silber  vollends  in  Chlorsilber  fibergeführt  und  das 
Arsen  abgespalten  wird.  Man  zerstört  darauf  den  Ueberschuß  des 
Hypochlorits  durch  Kochen  mit  10  ccm  konzentrierter  Salzsäure,  wobei 
zweckmäßig  noch  mit  Rfickfluß  gearbeitet  wird,  um  das  Entweichen  von 
Arsenchlorid  zu  verhindern.  Der  Kolbeninhalt  wird  jetzt  in  ein  Becher- 
glas gespfilt  und  mit  Wasser  verdünnt,  da  anderenfalls  etwas  Chlor- 
silber in  Lösung'  bleiben  könnte.  Man  sammelt  das  Chlorsilber  auf 
dem  Goochtiegel,  engt  Filtrat  und  Waschwasser  auf  etwa  100  ccm  ein 
und  fällt  das  Arsen  mit  Magnesiamischung.  Es  fanden  sich  0,1197  g 
AgCl,  0,3058  g  As,07Mg8. 

Bei  einer  zweiten  Analyse  mit  alleiniger  Bestimmung  des  Silbers 
gaben  0,4388  g  Substanz  0,0874  g  AgCl. 

Gef.  As  23,69  Proz.,  Ag  14,46  Proz. 
.    14,99      „ 

Zum  Vergleich  wurde  nach  Cariüs  mit  Salpetersäure  (spezifisches 
Gewicht  1,5)  unter  Zusatz  von  Schwefelsäure  im  Betrage  von  Vio  des 
Salpetersäurevolumens  durch  4- stündiges  Erhitzen  auf  250^  aufge- 
schlossen.   Es  gaben: 

0,1961  g  Substanz:  0,0404  g  AgCl,  0,0885  g  As^OyMg^ 
0,4054  ,  ,  0,0803  „       „      0,1874  „ 

Gef.  As  21,79  Proz.,  Ag  15,50  Proz. 
jj      „    22,32      „        „    14,91       „ 

Die  für  Silber  gefundenen  Werte  stimmen  befriedigend  mit  den  obigen 
überein,  wobei  zu  berücksichtigen  ist,  daß  die  zu  hohe  Zahl  15,50 
von  einer  sehr  geringen  Einwage  und  entsprechend  kleinen  Chlor- 
silbermenge stammt,  bei  der  schon  ein  kleiner  Wägefehler  viel  aus- 
machen mußte.  Es  ist  gerade  bei  Silbersalvarsan  ein  Nachteil  des 
Carius -Verfahrens,  daß  man  nur  eine  geringe  Menge  Substanz  ins 
Einschlußrohr  bringen  kann,  und  der  an  sich  schon  kleine  Silbergehalt 
darum  nicht  leicht  fehlerfrei  zu  ermitteln  ist.  Dieser  Uebelstand  fällt 
bei  dem  neuen  Verfahren  fort. 

Was  nun  die  Arsenbestimmung  angeht,  so  sind  beide  nach  Carius 
gefundenen  Werte  niedriger  als  der  nach  dem  neuen  Verfahren  er- 
mittelte. Da  als  Ursache  ein  Anhaften  von  Chlornatrium  aus  dem 
Hypochlorit  am  Arsenniederschlag  zu  vermuten  war,  so  wurde  bei 
einem  erneuten  Aufschluß  mit  Wasserstoifsuperoxyd,  Salpetersäure  und 
Hypochlorit  das  ausgefällte  Magnesiumpyroarseniat  nach  dem  Abfiltrieren 
in  wenig  Mineralsäure  gelöst  und  nach  gründlichem  Auswaschen  des 
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Filters  nochmals  mit  Ammoniak  und  Magnesiamischang  gefUIt  und  nach 
24-stQndigem  Stehen  gewogen.    Es  fanden  sich  ans  0,3934  g  Substanz 

0,1772  g  As,0,Mg,. 

Gef.  As  21,74  Proz. 

Dieser  Wert  stimmt  vortrefiflich  mit  dem  nach  Cariüs  gefundenen 
flberein.  Beim  Aufschluß  mit  Hypochlorit  empfiehlt  sich  also  das  Auf- 
lösen und  Wiederausfällen  des  Niederschlages. 

Die  Bestimmung  des  Arsens  als  Magnesiumsalz  ist  bekanntlich, 
was  die  absolute  Genauigkeit  angeht,  immer  eine  heikle  Operation.  Es 
soll  darum  bemerkt  werden,  daß  es  beim  Silbersalvarsannatrium  wie 
auch  beim  Salvarsan  ein  Mittel  gibt,  um  die  für  Arsen  gefundene  Zahl 
zu  kontrollieren.  Dieses  'besteht  in  der  Bestimmung  des  Stickstoffes^ 
denn  es  kann  keinem  Zweifel  unterliegen,  daß  im  Salvarsan  und  Silber- 
salvarsannatrium auf  2  Atome  Stickstoff  genau  2  Atome  Arsen  kommen. 

0,4148  g  Silbersalvarsannatrium  gaben  13,8  ccm  N  (13 ^  767  mm). 

Gef.  N  4,10  Proz. 
Daraus  berechnet: 

As  21,94  Proz. 

Dieser  Wert  stimmt  vortrefflich  zu  der  ersten  Arsenbestimmnng 
nach  Carius,  sowie  zu  der  nach  dem  Hypochloritverfahren  mit  um- 
fallen des  Niederschlages. 

Um  die  Arsenbestimmnng  abzukürzen,  wurde  versucht,  nach  dem 
Aufschluß  mit  Perhydrol,  Salpetersäure  und  Hypochlorit  das  Verfahren 
von  Jannasch  und  Seidel^)  anzuwenden,  welches  darauf  beruht,  daß 
die  Arsensäure  mit  Salzsäure  und  Hydrazin  zu  Arsentrichlorid  reduziert 
und  letzteres  überdestilliert  und  titriert  wird.  Es  wurden  dabei  aber 
viel  zu  hohe  Zahlen  erhalten. 

Die  relative  Einfachheit  des  neuen  Verfahrens  im  Vergleich  mit 
dem  Aufschluß  nach  Cariüs  legte  die  Frage  nahe,  ob  ganz  allgemein 
Arsen  durch  Perhydrol  und  Hypochlorit  aus  organischer  Bindung  ab- 
getrennt werden  könne.  Als  dafür  Arsenobenzol  herangezogen  wurde, 
ergab  sich  ein  im  Vergleich  mit  der  Theorie  viel  zu  niedriger  Wert, 
der  auch  dann  den  berechneten  nicht  erreichte,  als  die  Behandlung  mit 
Hypochlorit  durch  mehrstündiges  heftiges  Kochen  stattfand.  Die  Brauch* 
barkeit  des  neuen  Verfahrens  beschränkt  sich  also  einstweilen  auf  Silber- 
salvarsannatrium. Auch  bei  einer  Bestimmung  des  Arsens  im  Salvarsan 
ergab  sich  eine  mit  dem  bekannten  Gehalt  gut  stimmende  Zahl. 

Es  ist  noch  nicht  versucht  worden,  das  neue  Verfahren  zur  Be- 
stimmung von  Arsen  und  Silber  im  Harn  nach  Aufnahme  von  Silber- 
salvarsan  anzuwenden,  jedoch  dürfte  es  auch  hierfür  brauchbar  sein, 
wenn  man  die  Mengen  der  Oxydationsmittel  entsprechend  erhöht 

1)  Ber.  d.  Deutsch.  Chem.  Ges.,  Bd.  43,  1910,  8.  1218. 
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Zum  Schluß  sei  eine  Beobachtung  erwähnt,  die  zwar  nicht  auf  die 
Analyse  des  Silbersalvarsans  Bezug  hat,  die  aber  bei  der  noch  zu 
klärenden  Frage  nach  der  Konstitution  des  Silbersalvarsannatriums  in 
Betracht  kommen  kann.  Wenn  man  Silbersalvarsannatrium  in  ge- 
eigneter Weise  statt  mit  Oxydationsmitteln  mit  Reduktionsmitteln  be- 
handelt, 80  wird  ebenfalls  das  Silber  aus  dem  Molekülverbande  ab- 
getrennt. Merkwürdigerweise  aber  ist  das  nur  bei  Zutritt  von  Luft 
der  Fall: 

0,2  g  Silbersalvarsannatrium  wurden  mit  0,34  g  Natriumhydro- 
salfit  in  5  ccm  normal-Natronlauge  gelöst  und  in  einem  Reagenzglase 
mit  aufgesetztem  Natronkalkrohr  über  Nacht  stehen  gelassen.  Am 
folgenden  Morgen  zeigte  sich  an  der  Flfissigkeitsoberääche  ein  ring- 
förmiger Silberspiegel,  der  im  Laufe  mehrerer  Tage  in  dem  Maße 
nach  unten  fortschritt,  wie  der  Luftsauerstofif  eindrang.  Füllt  man  das 
Reaktionsgefftß  mit  Stickstoff,  so  wird  überhaupt  kein  Silber  abge- 
schieden. Auch  tritt  das  Silber  erst  nach  sehr  viel  längerer  Zeit  auf, 
wenn  man  bei  Zutritt  der  Luft  die  Hydrosulfitmenge  auf  1,7  g  erhöht, 
also  die  Sauerstoffwirkung  hintanhält.  Die  Menge  des  abgeschiedenen 
metallischen  Silbers  ist  geringer  als  die  in  der  Substanz  enthaltene, 
wahrscheinlich  wird  ein  Teil  in  Form  eines  schwarzen  Niederschlages 
an  eine  durch  die  Oxydation  entstehende  Arsinsäure  gebunden. 

Die  Ergebnisse  dieser  Versuche  werden  sich  erst  dann  endgültig 
denten  lassen,  wenn  die  Konstitution  des  Silbersaharsannatrinms  ein- 
wandfrei geklärt  ist.  Man  kann  sich  einstweilen  vorstellen,  daß  das 
Silber,  ähnlich  wie  bei  den  oben  mitgeteilten  Analysen  ^),  durch  Wasser- 
stoffsaperoxyd, so  durch  den  Luftsauerstoff  als  Silberoxyd  abgespalten 
und  dann  erst  der  Einwirkung  des  Reduktionsmittels  zugänglich  wird. 

1)  Ausgeführt  in  der  Chemischen  Abteilung  des  Georg  Speyer-Hauses 
durch  W.  Frbünd. 
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ü. 


leber  die  Tierpathogenität  der  Diphtheriebadllen  findet  man  in 
den  Lehr-  und  Handbüchern  der  Bakteriologie  als  Ergebnis  der  Tier- 
versuche die  Angabe  verzeichnet,  daß  sich  Mäuse  und  Ratten  im 
Gegensatz  zu  den  übrigen  Laboratoriumstieren  diesen  Mikroorganismen 
und  ihren  Giften  gegenüber  refraktär  verhalten.  Diese  allgemein  ver- 
breitete Ansicht  ist  letzten  Endes  wohl  darauf  zurückzuführen,  dafi 
es  F.  LoEFFLER,  wie  er  1884  in  seiner  ersten  Arbeit  über  den  Er- 
reger der  menschlichen  Diphtherie^)  mitteilte,  trotz  zahlreicher  Ver- 
suche an  Mäusen  und  Ratten  nicht  gelungen  ist,  diese  Tiere  durch 
Verimpfen  von  Diphtheriebacillen  krank  zu  machen  oder  tödlich  zu 
infizieren.  Diese  Befunde  sind  später  nicht  angezweifelt  oder  mit 
anderem  Erfolg  nachgeprüft  worden,  weil  zur  Infektion  der  Mäuse  nur 
Bouillonkulturen  und  alte  Laboratoriumsstämme  verwandt  wurden. 

E.  Roux  und  A.  Yersin')  wiesen  allerdings  auf  Grund  ihrer 
Meerschweinchenversuche  darauf  hin,  daß  die  von  Löffler  bei  seinen 
Untersuchungen  benützten  Diphtheriestämme  offenbar  sehr  wenig 
virulent  gewesen  waren.  Mäuseversuche  stellten  sie  indessen  nur  mit 
Diphtheriegift  an;  es  gelang 'ihnen  jedoch  erst  durch  Iqjektion  von 
1,0  ccm  eines  im  Vakuum  auf  den  17.  Teil  seines  Volumens  eingeengten 
Diphtherie-Bouillongiftes,  einer  Menge,  die  80  tödlichen  Dosen  für 
Meerschweinchen  entsprach,  Mäuse  zu  töten.  E.  v.  Behring  und 
KiTASHiMA  ^  konnten  auf  Grund  ihrer  vergleichenden  Untersuchungen 
über  die  Diphtheriegiftempfindlichkeit  und  die  bakterielle  Empfänglich- 
keit des  Tierkörpers,  zu  denen  sie  unter  anderem  auch  weiße  Mäuse 
heranzogen,  nachweisen,  daß,  um  Mäuse  zu  töten,  eine,  auf  das  gleiche 
Körpergewicht  berechnet,  6000mal  größere  Dosis  einer  24-stflndigen 
Bouillonkultur  (0,3  ccm  für  eine  Maus  von  13  g)  ihres  Diphtherie- 
stammes erforderlich  war,  als  für  Meerschweinchen.  Für  die  tödliche 
Intoxikation  der  weißen  Mäuse  waren,  wie  diese  Autoren  weiter  zeigen 
konnten,  jedoch  lOOOOmal  größere  Mengen  Diphtheriegift  als  für  Meer- 

1)  Mitteil.  a.  d.  Kaiserl.  Gesundheitsamte,  Bd.  2,  1884,  8.  451. 

2)  AnnaL  de  l'Institut  Pasteur,  T.  2,  1888,  p.  629. 

3)  Berl.  klin.  Wochenschr.,  1901,  Nr.  6. 
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schweinchen,  ebenfalls  auf  gleiches  Lebendgewicht  bezogen,  erforderlich 
Anch  LüSENA^)  konnte  bei  weißen  Mänsen  eine  erhebliche  Resistenz 
gegenflber  dem  Diphtherietoxin  nachweisen. 

'  In  Anbetracht  dieser  spärlichen  Angaben  in  der  Literatur  erschien 
es  dringend  notwendig,  die  Frage  der  Mftnsepathogenit&t  der  Diphtherie- 
badllen  und  ihres  Giftes  einer  erneuten  Prflfnng  auf  breitester  Grand- 
läge  zu  unterziehen.  Anläßlich  umfangreicher  Untersuchungen  über 
die  Heilwirkung  des  Dipbtherieserums,  Aber  die  zum  Teil  bereits  an 
anderer  Stelle*)  eingehend  berichtet  wurde,  standen  uns  eine  größere 
Anzahl  frischer,  aus  diphtherischen  Belägen  und  WunddiphtherieflUen 
gezüchteter  Diphtheriekulturen*),  deren  Virulenz  im  Meerschweinchen- 
versuch  festgestellt  worden  war,  sowie  mit  den  meisten  dieser  Stämme 
hergestellte  und  ebenfalls  in  ihrer  Giftigkeit  fär  Meerschweinchen  genau 
ausgewertete  Toluolgifte  zur  Verfägung.  Wir  benützten  diese  Gelegen- 
heit dazu,  die  krankmachende  Wirkung  dieser  fflr  Meer3chweinchen  zum 
Teil  hochpathogenen  Stämme  und- ihrer  Gifte  auch  bei  Mäusen  za 
prüfen^).  Zum  Vergleich  dienten  der  als  starker  Giftbildner  bekannte 
und  fflr  die  Serumherstellung  allgemein  benfltzte  amerikanische  Stamm 
Park- Williams  Nr.  8  (D  5  unserer  Eulturensammlung)  und  das  mit  dieser 
Kultur  hergestellte  Diphtherietestgift,  außerdem  ein  avirulenter  atoxi- 
scher Stamm  (D  9),  der  aus  Diphtheriematerial  gezüchtet  worden  war. 
Für  unsere  Versuche  benützten  wir  im  Gegensatz  zu  v.  Behring 
und  EiTASHiMA  ausschließlich  24-stündige,  gut  gewachsene 
Löffler-Serumkulturen,  da  wir  bei  unseren  Meerschweinchen- 
versuchen  in  Uebereinstimmung  mit  anderen  Autoren  die  Feststellung 
machen  konnten,  daß  die  Virulenz  der  Diphtheriebacillen  durch  die 
Züchtung  auf  Bouillon  bedeutend  herabgesetzt  wird.  Die  Abmessung 
der  den  Versuchstieren  einzuverleibendi^n  Bakterienmenge  wurde  mit 
einer  Platinöse  von  1  mm  Durchmesser  vorgenommen.  Der  Inhalt 
der  Oese  wurde  in  Bouillon  aufgeschwemmt;  die  Verdünnungen  wurden 
ebenfalls  mit  Bouillon  hergestellt.  Die  Injektion  erfolgte  ausschließlich 
subkutan,   und  zwar   wurden   durchweg  0,5  ccm   verschieden  starker 


1)  Accad.  Med.  Genova,  1905. 

2)  Med.  Elin.,  1919,  Nr.  1,  4,  23  n.  24. 

8)  Ein  Teil  dieser  Kulturen  wurde  uns  von  Herrn  Prof.  Dr.  Braun 
a»  Hygien.  Institut  d.  Universität  Frankfurt  a.  M.  (Direktor:  Geh.  Med.-Bit 
Prof.  Dr.  M.  Nsissbr)  überlassen.  AuBerdem  hatte  Herr  Oberstabsant  Dr. 
A.  NiBTBB,  Vorst.  d.  Bakt  Abt  d.  hygien.-chem.  üntersuohungsanst  des 
4.  Armeekorps  in  Magdeburg  die  große  Liebenswürdigkeit,  uns  einige  dar 
von  ihm  bei  Wunddiphtheriefidlen  gezüchteten  und  untersuchten  Diphtherie- 
stlame  (Stämme  D  28— D  26)  (cf.  Mflnoh.  med.  Wochenschr.,  1919,  Nr.  9, 
8.  289)  sur  Verfügung  zu  stellen. 

4)  Die  dieser  Arbeit  zugrunde  Hegenden  Versuche  wurden  unter  Mit- 
wirkung der  Laborantinnen  Fräulein  E.  KnOonn  und  Fräulein  H.  LambI, 
sowie  des  Präparators  des  Instituts,  Herrn  C.  OöLDinnt,  auegeffihrt. 


Studien  mit  DiphtiierielMdEtMiflik  und  Dipht]MrieaAtit62[in  an  Mäusen.    7 

Bacillenemulsionen  ii^iziert  Von  den  Toluolgiften  wurden  je  1,0  und 
0,5  eem  oiDgeBpritEt.  Die  zu  de«  Yersnehen  benoteten  Minee  iMtttM 
ein  Gewicht  von  15— 20  g;  die  Tiere  wurden  12  Tage  lang  beobachtet. 
WfibrMd  die  Einverleibaag  der  Telnolgifte  selbst  in  Mengen 
Yon  1,0  cem,  entsprechend  5  bis  100  tödlichen  Dosen  für  Meerschwein- 
chen, absolnt  keine  Erankheitserscheinnngen  beideil  weißen 
Mäusen  hervorrief,  zeigten  sich  zu  unserer  Ueberraschung  die  Tiere 
gegenüber  den  lebenden  Infektionserregern  gar  nicht  so  wenig  empftng- 
lich«  wie  dies  sonst  allgemwi  angraommen  wurde.  Von  manchen  der 
frisch  gezflchteten  Stämme  wirkte  noch  Vso  Oese  innerhalb  3 — 8  Tagen 
tödlich;  jedoch  auch  von  den  weniger  virulenten  Stämmen  genügte 
meist  ^5  bis  Vio  Oese,  um  den  Tod  der  Mäuse  innerhalb  dieser 
Zeit  regelmäßig  herbeiznfflhren.  Nach  Yerimpfung  von  Diph- 
theriebadllenmeDgen,  die  zur  Herbeiführung  des  Todes  nicht  ausreichten, 
konnten  wir  wiederholt  Ulzerationen  und  Nekrosen  an  der 
Impfstelle  beobachten.  Von  dem  alten  Laboratoriumsstamm  D  5 
war  Vi  Oese  für  die  tödliche  Infektion  der  Mäuse  erforderlich.  Der 
für  Meerschweinchen  apathogene  Stamm  D  9  zeigte  auch  im  Mäuse- 
versuch  keine  krankmachende  oder  tötende  Wirkung  ^).  Eine  Uebersicht 
über  diese  Versuche  gibt  die  Tabelle  1  auf  S.  8. 

Bei  der  Sektion  der  infolge  der  Diphtherieinfektion 
gestorbenen  Mäuse  findet  man,  wie  dies  auch  v.  Behbing  und 
KiTASHiMA  zum  Teil  schon  beschrieben  haben,  an  der  Injektionsstelle 
eine  starke  Erweiterung  und  Füllung  der  Blutgefäße,  ein  zellenreiches, 
abszeßartig  abgegrenztes  Infiltrat  und  in  demselben  konstant  größte 
Mengen  von  Diphtheriebacillen  (s.  Fig.  1  und  2  auf  Tafel  I)*). 
Die  Nebennieren  sind  regelmäßig  intensiv  gerötet  (Fig.  3  auf  Tafel  II) ; 
bei  der  mikroskopischen  Untersuchung  sind  dieselben  pathologischen 
Veränderungen  in  den  Nebennieren  der  Mäuse  nachweisbar,  wie  bei 
Meerschweinchen;  die  Gefäße  der  Rindenschicht  sind  hochgradig  er- 
weitert und  mit  Blut  überfüllt,  die  Epithelien  atrophisch  (Fig.  4  auf 
Tafel  II).  Exsudat  in  der  Brusthöhle  ist  nicht  vorhanden,  dagegen  ist 
vielfach  starke  Hyperämie  und  Injektion  der  Darmschleimhaut  nach- 
weisbar. Die  übrigen  inneren  Organe  zeigen  makroskopisch  keine  Ver- 
änderungen, doch  konnten  fast  stets  Diphtheriebacillen  in  der 
Milz  kulturell  nachgewiesen  werden.  Es  findet  also  offenbar  von 
dem  lokalen  Prozeß  an  der  Impfstelle  aus  eine  Verschleppung  der 
Bakterien  auf  dem  Blutwege,  eine  Allgemeininfektion,  statt. 

1)  Weitere  Untersuchungen  über  die  Empfindlichkeit  der  weiSen 
M&Qse  gegenüber  eingeengten  Toluolgiften  werden  von  Dr.  K.  Joswim 
^d  Dr.  eL  SoHLoeansnona  ausgeführt. 

2)  Die  auf  den  beiden  Tafeln  reproduzierten  Farbenphotographien 
wvden  yon  Herrn  H.  Maas,  wiflaenaehaftlioheB  Photographen  am  Oeorg 
Spefer-HauM,  angefertigt. 
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Tabelle  1*). 

Uebersicht  über  die  Maiue-  und  Meenchweiiicheopathogeiiitfit  der  cor  UntemichuDg 

heraDgezogenen  Diphtheriestämine  Dl  bis  D  26  (24-8taadia;e  Knltorea  «uf  Löffler- 

Semm),  sowie  der  entsprechenden  Toluo^fte. 


• 

Prüfaii|;an 

Prüfung  an  Mfiosen 

Meerschweuicfacii, 

tSdLMindettnMoge 

Stamm- 
Nr. 

lebende  Bakterien 

Tdoolgift 

lebeode 
Bakterieo 

Tolaol- 

1 
Oese 

Ä 

XU 

Oese 

Oeee 

> 
Oese 

Oeee 

1.0 
ocm 

0,5 
ocm 

OeMD 

ocm 

D  1 

t  2 

t  2 

t  3 

t  3 
••  7 

t4 

t  6 
T  12 

lebt 

lebt 

0,05 

D2 

t  3 

•4 

^6 

tio 

II 

II 

0^ 

D  3 

t  4 

•5 
■  6 

r  7 

t  10 

lebt 

lebt 

II 

)« 

0,06 

D  4 

t  3 

r  7 

lebt 

1* 

II 

II 

II 

0,01 

D  5 

t  4 

••7 

lebt 

>y 

M 

II 

»1 

II 

'yS    1  0,016 

D  6 

t2 

t  5 

t  7 

+  8 

'  y| 

II 

II 

II 

Vm 

0,06 

D  7 

t  5 
t  5 

lebt 

lebt 

lebt 

It 

II 

II 

II 

'in 

0,05 

D  8 

t  6 

t8 

}t 

}y 

11 

II 

II 

'C 

0,05 

D  9 

lebt 

lebt 

lebt 

)) 

II 

II 

II 

II 

— 

D  10 

t  3 

4 

t8 

If 

11 

II 

II 

II 

Vm 

0,06 

D  11 

t  7 

•8 

lebt 

)f 

II 

II 

fi 

II 

'C 

0,18 

D  12 

t  3 

•  7 

•| 

l"  7 

jy 

II 

II 

II 

n 

k 

0,05 

D  13 

h  7 

•  7 

. 

7 

)l 

If 

II 

II 

II 

0,15 

D  14 

■  7 

•  7 

• 

•  7 

tio 

tio 

II 

II 

)i 

vL. 

•0,01 

D  15 

•2 

■  6 

• 

•  7 

lebt 

lebt 

II 

II 

ji 

1/ 

■r 

/tts 

0,06 

D  16 

•3 

•  7 

• 

'8 

» 

n 

11 

1» 

1) 

^2i 

D  17 

3 

•  5 

^ 

•  10 

fl 

II 

ii 

«I 

II 

'/„ 

0,05 

D  18 

■  4 

• 

•  5 

lebt 

n 

if 

If 

II 

11 

'^ 

0,15 

D  19 

5 

• 

■  5 

tö 

}) 

1» 

II 

II 

II 

•/l 

0.06 

D20 

■  4 

• 

•8 

lebt 

II 

II 

II 

'/" 

0,05 

D  21 

•8 

• 

•8 

\f 

t"io 

II 

ti 

if 

II 

%      i    0,06 

D22 

5 

• 

■  6 

lebt 

II 

II 

If 

If 

V      i  0.» 

D23 

2 

n 

•2 

t  7 

t  7 

tio 

II 

>     1     I 

/loo             — 

D24 

• 

2 

' 

•2 

lebt 

lebt 

lebt 

— 

— 

D25 

• 

2 

- 

•2 

lebt 

)} 

II 

II 

— 

— 

'iZ     ■- 

D26 

^ 

•2 

^ 

•2 

t5 

tv 

»» 

>i 

— 

— 

v... 

.- 

^  t  5  bedeutet  f  am  5.  Tag,  f  4  t  am  4.  Tag  ubw.  Von  den  Stimmen  D  23, 
D  24,  D  25  und  D  26  wurden  kane  Tolnolgifte  angefertigt. 

Es  war  naheliegend,  dieses  merkwürdige  Verhalten  der  weißen 
Mäuse  —  einerseits  eine  außerordentliche  Resistenz  gegenüber 
den  Diphtheriegiften,  andererseits  eine,  wenn  auch  im  Vergleich 
zur  Meerschweinchenpathogenität  nicht  so  erhebliche  Empfindlich- 
keit gegenüber  den  lebenden  Diphtheriebacillen  —  auf 
einen  Gehalt  des  Mäuseblutes  an  Antitoxinen  zurflckzufflhren  und  dem- 
entsprechend anzunehmen,  daß  der  Tod  bei  den  mit  lebenden  Bakterien 
infizierten  Mäuse  die  Folge  der  krankmachenden  Wirkung  der  Bakterien 
gelbst,  nicht  des  von  ihnen  produzierten  Toxins  darstellt.  Wir  konnten 
jedoch  im  Mäuseserum  keine  Antitoxine  nachweisen^):  1  ccm 

1)  Aach  das  Battensemm  enthält  keine  Antitoxine,  wie  dies  H.  Asok- 
soN  (Berl.  klin.  Wochenschr.,  1898,  8.  692  u,  625),  J.  Koprianow  (Centralbl. 
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Mäuseserum  ist  nicht  imstande,  im  Mischungsversuch  Meerschweinchen 
gegen  den  10.  Teil  der  L^-Dosis  des  Testgiftes  zu  schützen ;  das  Serum 
enthält  also  nicht  Vio  Antitoxineinheit  im  Kubikzentimeter. 

Zar  weiteren  Klärung  der  Frage  war  es  daher  unbedingt  erforder- 
lich, festzustellen,  ob  dem  t  gewöhnlichen,  mit  Reagenzglasgiften  her- 
gestellten antitoxischen  Diphtheriebeilserüm  irgendwelche  Wirkung  auf 
die  Diphtherieinfektion  der  Mäuse  zukommt.  Es  wäre  ja  immerhin 
denkbar  gewesen,  daB  der  Diphtheriebacillus  im  Tierkörper,  neben  dem 
von  ihm  auch  in  vitro  gebildeten  dominanten  Toxin,  noch  ein  anderes 
Gift  produzierte,  das  im  Gegensatz  zu  den  Reagensglasgiften  auch  im 
Mäasekörper  krankmachend  und  tödlich  wirkte.  Nach  der  Ansicht  ver- 
schiedener, besonders  französischer  Autoren  ^)  sollen  ja  die  Diphtherie- 
bacillen  nicht  nur  durch  ihr  Toxin,  sondern  auch  noch*  durch  ihre 
Leibessubstanz  (Endotoxin)  auf  den  von  ihnen  befallenen  Organismus  ein- 
wirken. Zahlreiche  Forscher ')  glaubten  in  den  Körpern  deir  Diphtherie- 
bacillen  giftige,  entzündungserregende  Stoffe  nachgewiesen  zu  haben, 
welche  vom  antitoxischen  Heilserum  nicht  beeinflußt  wei'den. 

FQr  uns  war  die  Beantwortung  dieser  Frage  von  ganz  besonderem 
Interesse,  denn  zutreffendenfalls  hätte  mftn  auch  annehmen  können, 
daß  die  Entstehung  eines  von  den  Reagenzglasgiften  differenten  Toxins 

f.  Bakt.,  Abt.  I,  Bd.  16,  1894,  8.  415)  und  L.  Cobbbtt  (Brit.  med.  Journ., 
1899,  Vol.  1,  p.  902)  feststellten.  Dagegen  ist,  wie  H.  Aronson  nachwies, 
das  antitoxinfreie  Rattenserum  imstande,  den  Tod  von  mit  Diphtherietoxin 
gespritzten  Meerschweinchen  zu  verzögern. 

1)  Boux  (10.  Intern.  Kongr.  f.  Hyg.  u.  Demogr.,  Paris  1900,  und  1 3.  Intern. 
Kongr.  f.  Hyg.  u.  Demogr.,  Brüssel  1903),  L.  Mabtin  (C.  r.  Soc.  de  Biol. 
T.  55,  1903,  p.  624),  sowie  L.  Martin,  L.  Mohont  und  A.  Prävot  (13.  Intern. 
Kongr.  f.  Hyg.  u.  Demogr.,  Brüssel  1903),  J.  Dantsz  (zit  nach  Roux,  10.  Intern. 
Kongr.  f.  Hyg.,  Paris  1900),  Dbnys  und  Rodhain  (13.  Intern.  Kongr.  f.  Hyg., 
Brüssel  1903),  J.  Bandi  (Centralbl.  f.  Bakt.,  Abt.  I,  Orig.,  Bd.  33, 1903,  S.  536), 
M.  NicoLLB  und  G.  Loisbau  (C.  r.  Sog.  de  Bioh,  T.  69,  1910,  No.  24,  nnd 
Annal.  de  Tlnstitat  Pastenr,  T.  25,  1911,  p.  150)  n.  a. 

2)  L.  Bribgbb  und  C.  Bobb  (Deutsche  med.  Wochenschr.,  1896,  S.  783); 
A.  Wassermann  (Deutsche  med.  Wochenschr.,  1902,  Nr.  44,  8.  785); 
M.  E.  Rist,  (C.  r.  See.  de  Biol.,  T.  55,  1903,  p.  978);  L.  Crüvbilhibb  (0.  r. 
Soc.  de  Biol,  T.  66,  1909,  p.  1029);  E.  C.  Avibaonbt,  L.  Bloch-Michbl 
und  H.  DoRLBNCOUBT  (0.  r.  Soc.  de  Biol.,  T.  70,  1911,  p.  325);  J.  Bandi 
nnd  E.  Gagnoni  (Centralbl.  f.  Bakt.,  Abt.  I,  Orig.,  Bd.  41,  1906,  S.  386 
und  487,  cf.  auch  J.  Bandi,  Centralbl.  f.  Bakt.,  Abt.  I,  Orig.,  Bd.  60,  1911, 
8. 251);  P.  J.  Mänabd  (C.  r.  Soc.  de  Biol.,  T.  71,  1911,  p.  448);  R,  T.  Hbwlbtt 
und  A.  T.  Nankiwbll  (Lancet,  1912,  Vol.  2,  p.  143);  D.  Pacohioni  und 
0.  BiNi  (Riv.  Clin.  Pediatr.,  T.  8,  1910,  p.  1).  Auch  das  von  C.  Lotbnau 
(Centralbl.  f.  Bakt.,  Abt.  I,  Orig.,  Bd.  30,  1901),  J.  Schwonbb  (Centalbl. 
t  Bakt,  Abt.  I,  Orig.,  Bd.  35,  1904,  8.  608)  und  W.  Wbsblow  (Rußky 
Wratsehj^iaia/jNo.  8j  p,  253,  und  Charköwsky  Med.  Journ.,  ^1914,  No.  1) 
untersuchte,  tm  die.  Bakterienzellen,  gebundene,  also  nicht  filtrierbare 
H&moljsin  der  DiphtheriebaQillen  wird  durch  das  Diphtherieheilserum  nicht 
beeinflußt 
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aach  im  Mensehenkörper  stattfindet.  Die  neaerdings  wieder  fes 
kliiiieeher  Seite  ^)  behauptete  geringe  therapeutische  Wirksaaikeit  des 
antitoziscben  Diphtherieheilserams  hStte  dadurch  eine  eittfaehe  wissen- 
schaftliche Begründung  gefunden. 

Die  Versuche  mit  antitoziscbem  Serum  wurden  derart  sngesteDt, 
daß  das  Serum  entweder  24  Stunden  vor  (prophylaktischer  Versuch) 
oder  4  Stunden  nach  (therapeutischer  Versuch)  der  subkutanen  InfAtion 
mit  lebender  Diphtheriekultur,  und  zwar  ebenfalls  unter  die  Haut  in- 
jiziert wurde.  Es  wurde  500-fiBches  karbolfireies.  Diphtherieheilserum 
aus  den  Höchster  Farbwerken  und  als  Kontrolle  antitoxinfreies,  nicht- 
karbolisiertes  normales  Pferdeserum  verwendet. 

Dabei  zeigte  es  sich,  dafi  es  sich  bei  der  durch  die  lebend« 
Diphtheriebacillen  hervorgerufenen  Erkrankung  der  weiten  Mäuse, 
ebenso  wie  bei  der  Erkrankung  der  anderen  Versuchstiere  um  eine 
echte  Diphtherievergiftung  handelt,  denn  das  mit  Reagenz- 
glasgiften hergestellte  anti  toxi  sehe  Diphtheriesernm 
ist  imstande,  sowohl  im  prophylaktischen,  wie  im  Heil- 
versuch die  Mäuse  zu  schfltzen  bzw.  zu  heilen.  Allerdings 
sind  in  beiden  Fällen  erheblich  größere  Mengen  (10  bis  20mal  mehr) 
Antitoxin,  als  im  Meerschweinchenversuch  erforderlich.  Es  dOrfle  dies 
wohl  darauf  zurückzuführen  sein,  daß  infolge  der  geringen  Giftempfind- 
iichkeit  der  Mäuse  der  Bakterienvermehrung  und  damit  auch  der  Gift* 
bildung  viel  weniger  Einhalt  geboten  wird  als  bei  giftempfindlichen 
Tieren, »wie  z.  B.  den  Meerschweinchen,  daß  dementsprechend  viel 
größere  Toxinmengen  neutralisiert  werden  müssen.  Im  Gegensatz  zum 
antitoxischen  Diphtherieserum  entfaltet  das  normale  Pferdeserum 
bei  der  Diphtherieinfektion  der  weißen  Mäuse,  auch  in  großen  Dosen 
(0,5  bis  1,0  ccm)  weder  Schutz-  noch  Heilwirkung.  (Siehe 
Tabellen  2—4  auf  S.  11  und  12). 

Die  große  Resistenz  der  Mäuse  gegenüber  dem  Diphtheriegift  ist 
also,  wie  aus  diesen  Versuchen  hervorgeht,  keine  absolute,  sondern  nur 
eine  relative.  Es  müssen  dementsprechend  auch  giftempfindliche 
Zellen  im  Körper  der  Maus  vorhanden  sein.  Demgemäß  kann,  in  An- 
betracht des  Fehlens  von  Antitoxinen  im  Blut,  die  natürliche,  starke 
Widerstandsfähigkeit  der  Maus  gegen  Diphtheriegift,  wie  dies  G.  Dean  ") 
annimmt,  nur  darauf  beruhen,  d&ß  die  auf  das  Diphtherietoxin  ein- 
gestellten Rezeptoren  in  der  Maus  über  den  ganzen  Körper  verteilt 
sind,  so  daß  eine  gewiße  Ablenkung  des  Toxins  von  den  lebenswichtigen 
Organen  stattfindet,  die  jedoch  nach  Ueberschreitung  eines  gewissen 

1)  A.  BnvGBL,  Deutsches  Archiv  f.  klin.  Medizin,  1918,  Bd.  135,  Heft 
4 — 6.  Auch,  als  Monographie  „Ueber  Behandlung  der  Diphtherie  mit  ge- 
wöhnlichem Pferdeserum''  erschienen  (Leipzig,  Vogel,  1918). 

2)  G.  Dban,  The  typee  of  immunity,  in:  G.  H.  F.  Nuttal  aad  G.  S. 
Gsaham-Smith,   The  bakteriology  of  diphtheria,  Cambridge  1908,  p.  449. 
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Schwellenwertes  den  Ansbrnch  der  Erkrankung  nicht  verhindern  kann. 
Vielleicht  spielt  auch,  wie  dies  A.  Pettit^  bei  den  Ratten  annimmt, 
eine  besondere  Widerstandsfthigkeit  der  Körpergewebe  eine  Rolle. 


Tabelle  2. 

Heilyersuch  bei  Mäusen. 

D  14,  24-etandige  Löffler-Berumkulturen,  Vt  bzw.  Vio  Oeee  subkutan.   Nach  4  Standen 
Serum  (Diphthaieheilsernm  Höchst  500-iach  bzw.  normales  Pferdeseram)  subkatan. 


uNr. 

Kulturmenge  D  14 

sabkatan 

1 

Vs 

Oeee 

2 

tt 

99 

3 

V.. 

n 

4 

M 

)i 

5 

V. 

» 

6 

ff 

19 

7 

'/,. 

9f 

8 
9 

'/'. 

99 

10 

n 

II 

11 

V.. 

II 

12 

») 

II 

13 

v» 

II 

14 

V« 

II 

15 

v« 

II 

lö 

% 

» 

Serum 
subkutan 


260  A.E. 


0,5  ccm  norm.  Pf.-S. 


Verlauf 


glatt 


4,  typ.  Befund 
"1    II  II 

"  öi    II  II 

"  *i    11  »I 

•'i    II  ti 

schwer  krank,  lebt 
krank,  lebt 


Tabelle  3. 

Prophylaktischer  Versuch  bei  Mäusen. 

Serum  (DiphtherieheUsemm  Höchst  500-&u:h  bzw.  normales  Pf erdeserum)  an  Mäuse 

subkutan.     Nach  24  Stunden  subkutane  Infektion   mit  D  1   (24 -stündige  Löffler- 

Serumkulturen),  Vs  hzw.  Vio  Oese. 


Maus  Nr. 

Serum  subkutan 

Kulturmenge  D  1 
subkutan 

VerUuf 

nach  24  Stunden 

1 

250  A.E. 

V.  Oese 

glatt 

2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

tf       t» 

M                «« 

•»                tt 

20      .. 

f»              tt 
t>               *• 

0,5  ccm  norm. 

Pf.-8.. 

»»      »» 

/lO         ♦» 

V.     .. 

»»        »» 

V..    .. 

V.    .. 

♦» 
t* 
f* 

t  7,  typ.  Befund 
T  5|    «1          »f 
krank,  lebt 
t  10,  typ.  Befund 
+  5,      „         „ 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 

»      II       II 
II      »1       ti 
II      II       11 

II 
II 
II 

/..    .. 

/m       •• 

\l  ::    : 

t7,    „      „ 

T  5,      „          „ 
t  5,      „          „ 
krank,  lebt 

1)  C.  r.  Soo.  de  BioL,  T.  74,  1»13,  p.  1198,  u.  Anaal.  de  l'InBtitat  Fast, 
T.  28,  1914,  p.  668. 
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Tabelle  4. 

Prophylaktischer  Versuch  bei  Maasen. 

Fallende  Mengen  Serum  (Diphtherieheilserum  Höchst  500-£ach  bsw.  normalei  Pfcrde 

serum)  an  Mäuse  subkutan.   Nach  24  Stunden  subkutane  Infektion  mit  D  2  (24'StäD- 

dige  Löffler-Senunkulturen),  je  Vs  Oese. 


Kulturmenge  D  2 

Maus  Nr. 

Serum  subkutan 

subkutan 
nach  24  Stunden 

Verlauf 

1 

150  A.E. 

V»  Oese 

glatt 

2 

»»^     " 

dgl. 

it 

3 

100     .. 

}i 

n 

4 

»t          »f 

»» 

»f 

5 

ÖO     „ 

»» 

*f  3,  typ.  Befund 

6 

»t         tt 

7 

26     .. 

*> 

"     ^1            »»                       M 

8 

»»           1» 

»» 

"3,     „         „ 

9 

10     „ 

>t 

i"  4,     „         „ 

10 

1»           f» 

11 

• 

**!         »♦                 1» 

11 

0;5  ccm  norm.  Pf.-S. 

11 

^3,     „ 

12 

M            11               1*                  11 

»» 

T  3,     „          „ 

13 

«» 

t3 

14 

—        • 

fi 

t3.     .,         .. 

.  Znsammenfassuiig. 

1)  Weiße  Mftase  sind  gegenflber  den  Beagenzglasgiften  der  Di- 
pbtberiebacillen,  auch  in  größeren  Mengen  (0,5  bis  1,0  ccm)  so  gnt  wie 
unempfindlich. 

2)  Lebende  Dipbtheriebacillen  von  frisch  ans  den  diphtheriekraoken 
Menschen  gezflchteten  Stämmen  zeigen  eine  erhebliche  Mäasepathogenitit. 
Die  Tiere  sterben  nach  Einverleibung  von  Vs  bis  Vso  Oese  der  auf  Löfifler- 
sernm  gezflchteten  Bakterien  regelmäßig  im  Verlauf  von  3—8  Tagen. 

3)  Diese  Wirkung  der  lebenden  Diphtheriebacülen  bernht  auf 
einer  Intoxikation.  Das  von  den  Bacillen  im  Tierkörper  erzeugte  und 
zum  Tode  fflhrende  Toxin  ist  mit  dem  von  den  Diphtheriebacülen  in 
vitro  gebildeten  Gift  identisch,  denn  das  mit  Reagenzglasgiften  her- 
gestellte antitoxische  Diphtherieserum  entfaltet  bei  der  Diphtherie- 
infektion der  Mäuse  sichere  Schutz-  und  Heilwirkung. 

4)  Das  normale,  antitoxinfreie  Pferdeserum  hat  selbst  in  Dosen 
von  0,5  bis  1,0  ccm  im  Gegensatz  zum  antitoxischen  Serum  bei  der 
Diphtherieerkrankung  der  weißen  Mäuse  weder  prophylaktisch  noch 
therapeutisch  irgendwelche  Wirkung. 


Fifl 


Erklärung  der  Abbildungen. 

Tafel  I. 
1.    Maus,  subkutan  mit  Diphtheriebacülen  infiziert   An  der  Imp&teOe  In- 


jektion aer  Qcdfäße  und  erbsen-  bis  bäineogroßer  gelblicher  Abszeß. 

Fig.  2.    Ausstrich  aus  dem  Abszeß  an  der  Impfetcdle.    Vergr.  1 :  600. 

Tafel  IL 
Fig.  3.   Nebennieren  einer  normalen  nnd  einer  an  Diphtherieinfektion  gestorbeoen 
Maus.    Natürliche  Größe. 

Fig.  4.    Desgleichen.    Schnitte,  gefärbt  mit  Hämatoxylin-Eosin.    Yergr.  1 :  370. 


e/'/e/T  a.  d.  Inst.  /.  exp.Ther.  a.  d.  Georg  Speyer-  Hause 
Mu  FnMnkfurt  a.  M.  Heft  8. 
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Diphtheriebakterien  an  Mäaaen.     Tafel  1. 


Fig.  1. 


Fig.  2. 


Verlag  von  Gustav  Fischer  in  Jena. 


Ari>ei1en  a.  d.  Insl.  /.  exp.Ther.  u.  d.  Georg  Speyer-  Hause 
XU  Frankfurt  a.  M.  Heft  8. 


KoUe  &  Schlossberger, 
Dfphtheriebakterien  an  Mäusen.     Tafel  II. 


a.  b. 


Fig.  3. 


Fig.  4. 
a.  Normale  Maus    b.  Diphtherieinfizierte  Maus. 


Verlag  von  Gustav  Fischer  in  Jena. 


Untersuchungen  über  die  Avidität 
der  Diphtherieantitoxine  und  über 
die  Polyvalenz  der  Diphtheriesera 


Von 


Prof.  Dr.  W.  Kolle,  Dr.  IC  Joseph 
und  Dr.  H.  SchloSberger 


Ans  dem  Institut  für  experimentelle  Therapie  sa  Fimnkfart  a.  M. 


Die  Einführung  des  Diphtherieantitoxins  in  die  Praxis  der  Di- 
phtherietherapie hatte  zur  Vorbedingnng,  daß  die  Diphtheriebacillen 
durch  das  von  ihnen  im  befallenen  Organismos  erzeugte  Gift  krank- 
machend wirken  und  daß  dieses  Toxin  mit  dem  .beim  Wachstum  der 
Diphtheriebacillen  in  Bouillon  gebildeten  Gift  identisch  ist  und  des- 
halb durch  das  Diphtherieantitoxin  neutralisiert  wird.  Ferner  aber 
war  vorauszusetzen,  daß  die  von  verschiedenen  Diphtheriestämmen 
sezemierten  Diphtheriegifie  qualitativ,  d.  h.  insbesondere  in  immuni- 
satorischer Hinsicht,  keine  erheblichen  Unterschiede  aufweisen,  daß  also 
das  mit  dem  Gift  eines  Stammes  erzeugte  Antitoxin  heterologe 
Diphtheriegifte  in  denselben  Mengenverhältnissen  wie  das  homologe 
Toxin  zu  neutralisieren  imstande  ist.  Die  Frage,  ob  das  mit  dem 
Gift  eines  Stammes  hergestellte  Diphtherieserum  die  Gifte  aller  Di- 
phtheriestämme gleichmäßig  beeinflußt,  ist  von  praktischer  Bedeutung 
zur  Beurteilung  der  Fälle,  in  denen  das  Diphtherieserum  therapeutisch 
versagt,  wie  es  gelegentlich  bei  schweren  und  schwersten,  manchmal 
aber  auch  bei  scheinbar  ganz  leichten  Fällen  von  menschlicher  Di- 
phtherie vorkommt.  Wäre  das  Diphtherieserum,  das  bekanntlich  fast 
überall  nur  mit  einem  Stamm  hergestellt  wird,  nicht  polyvalent  wirk- 
sam, so  könnte  sich  die  Tatsache,  daß  in  manchen  Diphtheriefällen 
selbst  größte  Antitoxinmengen,  wie  sie  von  zahlreichen  Autoren  em- 
pfohlen wurden,  nicht  mehr  imstande  sind,  das  Leben  des  Patienten 
zu  retten,  damit  erklären  lassen. 

Wir  lassen  Roüx'  Lehre  außer  acht,  der  den  Diphtheriebacillen 
eine  doppelte  krankmachende  Wirkung  —  einmal  durch  ihr  Toxin, 
dann  aber  auch  durch  ihre  Leibessubstanz  —  vindiziert  und  dement- 
sprechend den  Heilwert  des  Diphtherieserums  nicht  nur  nach  der  in 
ihm  enthaltenen  Antitoxinmenge,  sondern  auch  nach  seinem  Gehalt 
an  sogenannten  „antimikrobischen''  oder  „präventiven''  Stoffen,  deren 
Natur  er  jedoch  nicht  näher  analysieren  konnte,  beurteilt.  Dagegen 
ist,  ehe  wir  die  Frage  der  Polyvalenz  näher  besprechen,  auf  die  Ein- 
wände mancher  Kritiker  der  antitoxischen  Heilserumtherapie,  die  immer 
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wieder  den  Beweis'  dafür  zu  erbringen  versuchten,  daß  der  Heilwert 
eines  Dipbtherieserums  nicbt  durch  seinen,  nach  der  von  P.  Ehelich 
ausgearbeiteten  Methode  bestimmten  Gehalt  an  Antitoxineinheiten  aas- 
gedrückt werde,  einzugehen. 

R.  Kraus  ^  und  seine  Mitarbeiter  nehmen  zwar  an,  daß  die  thera- 
peutische Wirkung  des  Diphtherieserums  ausschließlich  auf  seinein 
Gehalt  an  Antitoxinen  beruht.  Durch  ihre  Versuche  glauben  sie  je- 
doch, den  Nachweis  dafür  erbracht  zu  haben,  daß  die  Antitoxine  nicht 
gleichartig  sind,  sondern  sich  durch  die  verschieden  große  Aviditftt 
ihrer  Rezeptoren  zum  Diphtheriegift  unterscheiden.  Sie  sind  der  An- 
sicht, daß  die  EHRLiCHsche  Mischungsmethode,  bei  welcher  diese 
unterschiede  in  der  Avidität  der  Antitoxine,  die  nur  im  Heilversuch 
bei  ausreichend  großem  Zeitintervall  deutlich  in  Erscheinung  treten 
soll,  ihrer  Meinung  nach  nicht  zum  Ausdruck  kommen,  ein  vollständig 
falsches  Bild  von  dem  Heilwert  eines  Serums  gibt  und  durch  ein 
anderes,  auf  dem  Prinzip  der  Aviditätsbestimmnng  der  Antitoxine  be- 
ruhendes Prüfungsverfahren  ersetzt  werden  müsse. 

Durch  die  Untersuchungen  von  Marx  '),  S.  Bblfanti  "),  E.  Stbik- 
HARD  und  E.  J.  Banzhaf^),  W.  Bergbaus^),  G.  Brüstlein ^,  Neu- 
FBLD  und  Haendbl  0  sind  diese  Fragen  an  mit  Diphtherietoxin  ver- 
gifteten Tieren  in  dem  Sinne  geklärt  worden,  daß  der  Heilwert  des 
Diphtherieserums  seinem  Antitoxingehalt  proportional  ist.  Durch 
unsere  Versuche^)  konnten  wir  nachweisen,  daß  auch  bei  der  sub- 
kutanen oder  perkutanen  Infektion  der  Versuchstiere  mit  lebenden 
Diphtheriebacillen  der  Antitoxingehalt  des  Serums  für  dessen  Heil- 
wert maßgebend  ist.  Die  Versuchsergebnisse  von  Kraus,  die  ffir 
eine  Avidität  sprachen,  konnten  dadurch  erklärt  werden,  daß  Kraus 
den  Antitoxingehalt  der  verschiedenen  Sera  nicht  genau  bestimmt  hatte 
und  infolgedessen,  sowie  infolge  des  von  ihm  angewandten  sub- 
kutanen Injektionsmodus  von  Gift  und  Antitoxin  ungleichmäßige 
Resultate  erhielt,  die  ihn  zur  Annahme  von  Unterschieden  in  der 
Avidität  verschiedener  Diphtheriesera  zu  dem  Toxin  führten. 


1)  B.  Kraus,  Wien.  klin.  Woohenschr.,  1908,  Nr.  28;  R  Kraus  n. 
J.  ScHwoNBB,  Centralbl.  f.  Bakt,  Abt.  I,  Orig.,  Bd.  47,  1908,  8.  124,  udcI 
Zeitschr.  f.  Immunitätsforsch.,  Bd.  2,  1909,  8.  728. 

2)  Zeitschr.  f.  Hyg.  u.  Inl-Krankh.,  Bd.  88,  1901,  8.  872. 
8)  Centralbl.  f.  Bakt.,  Abt.  I,  Orig.,  Bd.  47,  1908,  8.  248. 

4)  Proo.  of  Soo.  for  exp.  Biol.  and  Med.,  Vol.  5,  1907,  p.  24,  nod 
Joum.  of  infect  die.,  Vol.  6,  1908,  p.  208. 

5)  Centralbl.  f.  Bakt.,  Abt.  I,  Orig,  Bd.  48,  1908,  8.  450;  Bd.  49, 
1909,  8.  281  und  Bd.  60,  1909. 

6)  Arb.  a.  d.  Inst  z.  Erforschg.  der  Inf.-Krankh.  Bern,  Heft  3,  1909, 
8.  22,  Verlag  von  G.  Fischer,  Jena. 

7)  Arb.  a.  d.  Kaiserl.  Gesundheitsamt,  Bd.  88,  1912,  8.  219. 

8)  W.  KoLLB  u.  H.  ScHiiOSSBBBGBR,  Med.  Klin.,  1919,  Nr.  1,  4,  28,  24 
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Durch  weitere  Versache  glaubte  zwar  Kraus  ^)  in  Gemeinschaft 
mit  BICHBR  nachgewiesen  zu  haben,  daß  die  Applikationsweise  des 
Serums  keine  Rolle  spielt,  daß  vielmehr  auch  bei  intravenöser  Verab- 
reichung des  Serums  die  Aviditätsunterschiede  deutlich  in  Erscheinung 
treten.  Bei  unseren  zahlreichen  Heilversuchen  konnten  wir,  auch  bei 
längerer  Beobachtung  der  Versuchstiere,  worauf  Kraus  besonderen 
Wert  legt,  in  keinem  einzigen  Falle  trotz  der  Anwendung  hoch-  und 
niedrigwertiger  Diphtheriesera  älteren  und  neueren  Datums  derartige 
Beobachtungen  machen,  vielmehr  konnten  wir  stets  einen  Parallelis- 
mus zwischen  Heilwert  und  Antitoxingehalt  eines  Serums 
feststellen.  Die  von  Kraus  und  B&gher  (1.  c.)  als  Argument  ins  Feld 
geführten  Versuche  von  W.  Barikine'),  der  den  Beweis  für  die  ver- 
schiedene Avidität  der  Diphtherieantitoxine  in  vitro  erbracht  zu  haben 
glaubte,  haben  sich  bei  der  Nachprüfung  ebenfalls  als  vollständig  un- 
richtig erwiesen.  Barikine  sah  den  Hauptfehler  der  EHRLiCHschen 
Methode  der  Antitoxinbestimmung  darin,  daß  die  Mischung  von  Toxin 
und  Antitoxin  in  gewöhnlicher  physiologischer  Kochsalzlösung  und 
nicht  im  Serum  der  zu  den  Prüfungen  benützten  Tierart  (Meerschwein- 
chen) vorgenommen  wurde,  weil  auf  diese  Weise  die  Avidität  der  Anti- 
toxine, die  angeblich  nur  im  serumhaltigen  Medium  in  Erscheinung 
trete,  nicht  berücksichtigt  werde.  Wie  jedoch  unsere,  in  dieser  Rich- 
tung angestellten  Versuche  gezeigt  haben,  ergibt  die  Diphtherieserum- 
prüfung bei  Verwendung  von  Meerschweinchens  er  um  genau 
dieselben  Resultate,  wie  bei  Anwendung  von  physio- 
logischer Kochsalzlösung  (Tabelle  1,  S.  18).  Auch  dadurch,  daß 
man  die  Toxin-Antitoxin-Gemische  (in  physiologischer  Kochsalzlösung 
oder  in  Meerschweinchenserum)  längere  Zeit  hindurch  (mehrere  Stunden 
bis  zu  8  Tagen)  bei  Zimmertemperatur  stehen  läßt,  wird  der  Verlauf 
und  das  Ergebnis  der  Prüfung  in  keiner  Weise  beeinflußt.  Es  sei  nur 
noch  bemerkt,  daß  Barikine,  der  vielfach  mit  nicht-tödlichen  Oift- 
mengen  gearbeitet  hat,  auf  Grund  der  bei  den  ^Versuchstieren  auf- 
getretenen Infiltrate  seine  Behauptungen  aufstelltet 

Für  die  Annahme  einer  verschiedenen  Avidität  der  Antitoxine  fehlt 
daher  der  einwandfreie  Beweis.  Vielmehr  hat  sich  bei  der  experimen- 
tellen Prüfung  stets  gezeigt,  daß  der  therapeutische  Effekt  eines  Serums 
durch  dessen  Gehalt  an  Antitoxineinheiten  bestimmt  wird. 
Andererseits  konnte  man  aber  daran  denken,  daß  das  Versagen  des 
im  Handel  befindlichen  Diphtherieserums  bei  einer  Prozentzahl  der 
Diphtherieerkrankungen  darauf  zurückzuführen  ist,  daß  zu  dessen  Her- 
Mellung  fast  ausschließlich  die  Bouillongifte  des  amerikanischen  Staqimes 


1)  R.  Kraus  und   St.  Bäohbb,    Deutsche   med.   Wochenschr.,    1913, 
Nr.  23,  8.  1081. 

2)  Zeitschr.  f.  Immmiitätsforsch.,  Bd.  15,  1912,  S.  329. 

Arb.  a.  d.  lost.  f.  ezp.  Thor.  u.  d.  Georg  Speyer-Hause  m  Frankfurt  a.  M.  VIII.  2 
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Tabelle  1. 


Prflfunff  des  Dii^thcriehsilserams  2257  auf  Antitoxingdialt   Toxin- AntitozminisdnEng 

a)  in  ^ysiolQgiBcher  Kochsalzlösung,  b)  in  frischem  Meecschweindienssnmi.    NacE 

^/.-stfindigem  St^n  bei  Zimmertemperator  an  Meerschweincfaeii  sabkntan.  L4^Don 

des  Testgiftes  (InRtitnt  L  ezper.  Thenpie,  Jani  1913)  =  0^2  ocm. 


MeenchweiiiclMa 

Nr. 

InjektiOD 

Prfifnng 
auf 

Verianf 

Gift  +  {   Seram 

Medinm 

454 
455 

Oboern 
dgL 

/■so     ** 

phrsioL 
Koch- 

800-fach 
850    „ 

Stnngchen 

456 

»» 

'^     " 

salz. 

900    „ 

kLStnng 

457 

♦1 

/MO      *« 

lOsung 

950    ., 

• 

h  8,  Nekrose 

458 

tt 

/lOOO       •* 

ad 

1000    „ 

' 

3,  typ.  Befand 

460 
400 

AO-       n 
/MO       «f 

4,32  ccm 

1050    „ 
800    ,. 

Stränden  " 

461 

tt 

/■M       ** 

Schwein- 

850    „ 

»* 

462 

tt 

1/ 

/•oo     *• 

chen- 

900    ., 

Strang 

t  6,  Nerkoee 

463      • 

»t 

/•M      ** 

senim 

950    „ 

464 

if 

'A^   .. 

ad 

1000    .. 

f  4,  typ.  ßefimd 
+  2,    .,         „. 

465 

ff 

1/ 
/lOM      »» 

432  ccm 

1050    „ 

Nr.  8  von  Park  und  Williams^)  (D  5  unserer  Kultnrensammlang) 
benützt  wurden.  Denn  es  wäre  ja  möglich,  daß  die  Toxine  ver- 
schiedener Stämme  in  ihrem  Rezeptorenapparat  mehr  oder  weniger 
prägnante  Unterschiede  aufweisen,  während  die  im  Diphtherieheilserum 
enthaltenen  Antitoxine  dominant  auf  die  Toxinrezeptoren  des  amerika- 
nischen Diphtheriestammes  eingestellt  sind.  Die  gelegentlich  der  Im- 
munisierung von  Pferden  mit  Reagenzglasgiften  zu  machende  Beobach- 
tung, daß  durch  einen  Wechsel  des  Giftes  mitten  in  der  Behandlung 
sehr  schwere  Erkrankungen,  eventuell  der  Tod  der  Tiere  herbeigefQhrt 
werden  kOnnen,  kann  in  dem  Sinne  gedeutet  werden«  daß  die  Gifte 
verschiedener  Diphtheriekulturen  Stammesunterschiede  aufweisen. 

Bis  jetzt  ist  diese  Frage,  ob  das  mit  dem  Gift  eines  einzigen 
Stammes  hergestellte  Serum  heterologe  Gifte  in  denselben  Mengen- 
verhältnissen wie  das  homologe  Gift  zu  neutralisieren  imstande  ist, 
unseres  Wissens  experimentell  noch  nicht  bearbeitet  worden.  Es  läßt 
sich  a  priori  ja  sagen,  daß,  selbst  wenn  Unterschiede  in  der  Struktur, 
d.  h.  im  Antigenapparat  der  einzelnen  Toxine  im  Sinne  isomerer  Ver- 
bindungen chemischer  Körper  bestehen  sollten,  diese  Differenzen  fOr 
die  Heilkraft  des  Diphtherieheilserums  nicht  von  ausschlaggebender 
praktischer  Bedeutung  sein  könnten.  Denn  nach  unseren  frflheren 
Versuchen  (1.  c.)  und  nach  den  Ergebnissen  anderer  Autoren  zeigt  ja 
das  mit  dem  Reagensglasgift  des  amerikanischen  Stammes  hergestellte 
Diphtherieheilserum  den  lebenden  Diphtheriebacillen  der  verschiedensten 
Stämme  und  ihren  Giften  gegenüber  Schutz-  und  Heilwirkung,  die  um 
so  stärker  ist,  je  mehr  Antitoxineinheiten  im  Serum  enthalten  sind. 
Die  etwa  vorhandenen  quantitativen  Unterschiede  würden  stets  durch 

1)  Journ.  of  ezper.  Med.,  Vol.  1,  1896,  S.  164. 
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die  Verwendung  größerer  Mengen  hochwertigen  Serums  ausgeglichen 
werden  können,  vorausgesetzt,  daß  die  Unterschiede  in  def  Nentrali- 
sierang  verschiedener  Gifte  durch  ein  Antitoxin  nicht  zu  große  sind. 
Es  wäre  daher  sehr  wohl  denkbar,  daß  die  einzelnen  Diphtheriestämme 
in  diesem  Sinne  verschiedenartige  Diphlherietoxine  erzeugten  und  daß 
darauf  ein  Versagen  des  Serums  bei  schwerer  Diphthierievergiftung 
zurflckzuführen  wäre. 

Tabelle  2.' 
Miflchungsverguch  bei  Meergchweinchen. 

AatUoxtscheB  Diphtheriebeilsernm  2778  (350-fach)  je  1  A.E.  (»  '^/^  ocm)  +  faUende 
MeDgen  von  Toinolgüt  D  1,  D  4,  D  5,  D  14  bzw.  D  16. 
Tolaolgift  D    1:  L4.:  0,65  ccm 

D.  Lid.:  0,01  00m 
Tolaolgift  D   4:  L4.:  2,43  ocm 

D.  1.  m.:  0,03  ccm 
'     Tolaolgift  D    5:  Ih-:  0,32  ocm 

D.  1.  m.:  0,016  ccm 
Tolaolgift  D  14:  L+:  1,58  ccm 

D.I.  m.:  0,025  ocm 
Tolaolgift  D  16:  L+:  1,64  ccm 

D.Lm.i  0,02  ccm 


Mcerschweiii- 
eben  Nr. 

Diphtherie- 
aerum  2728 

+  Diphtheriegift 

Verlauf 

930 

1  A.E. 

Dl    l,locin  (=110D.Lin.) 

t  3,  typ.  Befand 

931 
932 

dgL 

„      0,9    „    (=  90      „ 

) 
) 

"3,    „         „ 
"3,     „           „ 

933 

„     0,7    „  •  (=  70      „ 

) 

1   "»     >i           >? 

934 

) 

t  4 

Infiltrat,  kommt  dnrch 

935 

„      0,6    „    (-  60      „ 

) 

936 

„      0.5    .,    (=   50      „ 

) 

kL  InfUtrat 

937 

D4    2,65,,    (-  85      „ 

) 

t  3,  typ.  Befund 

938 

„      2,40  „    (=   80      „ 

) 

t6,    „ 

939 

„      2,25  „    (=  75      „ 

) 

Infiltrat,  kommt  durch 

940 

„      2,10  „    (=  70      „ 

) 

1)           ff          tt 

941 

„      1,95  „    (-  65      „ 

) 

kL  iDfiltnt 

942 

„      1,80  „    (=  60      „ 

) 

7>               7? 

943 

„      1,66  „    (=  55      „ 

> 

fafit  gUtt 

944 

D  5    0,45  „    (=  28      „ 

t  2,  typ.  Befund 

945 

„      0,42  „  •(=  26      „ 

T  *^f     1»          ff 

946 

„      0,39  „    {=  24      „ 

) 

"  3,     „          „ 
"  ^f     »          » 

947 

„      0,35  „    (=  22      „ 

) 

948  • 
949 

.     ,. 

„      0,^  „    (=  20      „ 
„     0,29  „    (=  18      „ 

) 

llltekioB;' 
U.  Infiltrat 

950 

,.      0,26  „    (=  16      „ 

) 

951 

D  14  2,5    „    (=100      „ 

) 

t  2,  typ.  Befand 

952 

„      2,26  „    (-   90      „ 

) 

t2,    „        „        . 

953 

„      2,0    „    (=  80      „ 

) 

'  '    «*>        >l                l> 

954 
»55 

„      1,75  „    (=  70      „ 
„      1,58  „    (=  60      „ 

1  l  Vtekro^ 
Infiltrat,  kommt  dnrch 

956 

„      1,25  „    (=  50      „ 

j 

957 

„      1,0    „    (=  40      „ 

kL  Infiltrat 

958 

D  16  2,5    „    (-  125      „ 

i 

t  2,  typ.  Befund 

959 

.„      2,2    „    (=110      „ 

"2,    „         „ 
"2,    „        .„ 

960 

„      2,0    „    (=100      „ 

) 

961 

„      1,8    „    (=  90      „ 

) 

"3,    „         „ 

962 

>»      1»6    „    (=  80      „ 

) 

I  7;  ifekr«;' 
Infiltrat,  kommt  durch 

963 

„      1.4    „    (=   70      „ 

! 

964 

„      Vi    „    (=  60      „ 

20  W.  EoUe,  E.  Joseph  nnd  H.  SchloBberger, 

Die  experimentelle  Prüfung  der  Frage,  inwieweit  immunisatorische 
Unterschiede  zwischen  den  von  verschiedenen  Diphtheriestfimmen  er- 
zengten Toxinen  bestehen,  wurde  in  folgender  Weise  dnrchgeffihrt: 
Bei  den  zu  den  Versuchen  benützten  Toluolgiften,  die  von  verschiedenen 
Diphtheriestämmen  gewonnen  waren  und  die  verschieden  lang  gelagert 
hatten,  wurde  zunächst  die  einfach  tödliche  Dosis  (D.  l.m.),  sowie  das 
AntitoxinbindungsvermOgen  (Lo-  und  L4.-Wert)  im  Meerschweinchen- 
versuche genau  ermittelt.  Fallende  Mengen  dieser  derart  ausgewerteten 
Gifte  wurden  nun  in  der  bei  der  Diphtherietestgift-Einstellung  flbUchen 
Weise  mit  gleichbleibenden  Mengen  (z.  B.  1  A.E.)  verschiedener  mono- 
valenter, d.  h.  mit  dem  Toxin  eines  Stammes  hergestellter  Diphtherie- 
sera gemischt  und  nach  ViS^i^^digem  Stehen  bei  Zimmertemperatur 
Meerschweinchen  subkutan  eingespritzt.  Im  ganzen  wurden  derart 
7  Diphtheriegifte  verschiedener  Stämme  und  verschiedenen  Alters  gegen- 
über 9  verschiedenen  Seris,  die  zum  Teil  durch  Immunisierung  mit 
Toluolgiften,  zum  Teil  durch  Injektionen  lebender  Diphtheriebacillen 
(LOfflerserum-Eulturen)  von  Pferden  gewonnen  worden  waren,  aus- 
gewertet. In  der  Tabelle  2  (S.  19)  ist  ein  derartiges  Versuchsprotokoll 
wiedergegeben. 

Dabei  zeigte  es  sich,  daß  allerdings  durch  eine  bestimmte  Menge 
Antitoxin  von  dem  einen  Gift  mehr,  von  dem  anderen  Gift  weniger 
tödliche  Dosen  neutralisiert  wurden.  Die  Ursache  für  diese  Unter- 
schiede im  Mischungsversuch,  die  auch  bei  gleich  alten  Giften  ver- 
schiedener Diphtheriestämme  in  Erscheinung  traten,  konnten  selbst- 
verständlich in  Differenzen  des  Antigenapparates  der  verschiedenen 
Gifte  zu  suchen *sein.  Nun  war  aber  das  Verhältnis  der  durch 
eine  gleiche  Menge  verschiedener  Sera  neutralisierten 
tödlichen  Dosen  verschiedener  Gifte  stets  dasselbe.  So 
wurden  z.  B.  durch  V70  ccm  (=  1  A.E.)  des  Serums  2727,  das  mit  dem 
Gift  des  Stammes  D  4  hergestellt  war,  ungefähr  70  tödliche  Dosen  des 
Giftes  D  1,  bzw.  65  tödliche  Dosen  .d^s  Giftes  D  14,  bzw.  20  tödliche 
Dosen  des  Giftes  D  5,  bzw.  83  tödliche  Dosen  des  homologen  Giftes 
D  4  neutralisiert.  Dieselben  Mengen  Toxin  wurden  aber  auch  durch 
V500  ccm  (=  1  A.E.)  eines  mit  dem  Stamm  D  5  hergestellten  Serums 
gebunden.  Durch  das  homologe  Antitoxin  wurden  also 
dieselben  relativen  Giftmengen  wie  durch  ein  hetero- 
loges  Antitoxin  unschädlich  gemacht,  eine  Aenderung 
des  gegenseitigen  Verhältnisses,  wie  sie  beim  Bestehen  von  Dif- 
ferenzen im  Rezeptorenapparat  bei  dieser  Versuchsanordnung  logischer- 
weise hätte  in  Erscheinung  treten  müssen,  war  in  keinem  Falle  fest- 
zustellen. 

Dementsprechend  können  die  Unterschiede  zwischen  Gehalt  an 
Gifteinheiten   und   Antitoxinbindungsvermögen,    wie    sie   bei  unseren 
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Giften  zutage  getreten  sind,  nach  dem  Vorgange  Ehrliohs^),  der 
seine  Untersuchungen  allerdings  an  einem  und  demselben  Gift  nach 
yerschieden  langem  Lagern  anstellte,  wohl  nur  auf  den  verschiedenen 
Gehalt  der  Gifte  an  nichtgiftigen  bindenden  Gruppen,  d.  h. 
an  Toxoiden,  zurückgeführt  werden. 


Tabelle  3. 
AbBättigUDgsyersache  bei  Diphtheriegift  O  5  und  D  14. 

Tolnolgift  D   5:  L+  Wert:  032  ccm  =  20  D.  L  m. 

0. 1.  m.:  0,016  ocm 
Tolnolgift  D  14:  Ih-  Wert:  1^  ccm  =  63  D.  I.  m. 

D.  1.  m.:  0|025  ccm 
Toluolgift  D   4:  L4.  Wert:  2,43  ocm»83  D.  1.  m. 

D.  1.  m. :  0,03  ccm 
Toluolgift  D  16:  L+  Wert:  1,64  ccmr=82  D.  1.  m. 

D.  1.  m. :  0,02  ccm 

L+  Wert  der  Gifte  +  fallende  Mengen  Antitoxin  (V«,  %,  '/s,  *U  1  ^E.).    Prüfung 
der  MiBchungen  auf  die  Anzahl  der  in  ihnen  enthaltenen  tödlichen  Doeen. 


MiachuDK 

Prüfung  der  Mischung  auf  Giftigkeit 

Gift  + 

AntitoziD 

D  5  032  ccm 

V.  A.E. 

ViA  der  Mischung:  Meerschweinchen  f  6 

D5     „       „ 

%     .. 

1/                                                         ^ 

f-5 

Ö5    „       „ 

%     » 

/g      »1               »»                               >l 

6 

D5     „       „ 
D  5     „       „ 

Gesamte  Mischung:              „ 

h7 
h5 

0  14  1^  ccm 

Vs  A.E. 

*/..  der  Mischung:  Meerschweinchen  - 

^  5 

}> 

/40    f*            >*                         " 

t-3V. 

D  14  1.58     „ 

V.     ., 

/87      »                   ♦»                                         •» 

•  4V, 

D  14  1^     „ 

75        >. 

/SS      it                   »                                       t1 

•4V. 

D  14  1.58     „ 

vi  » 

Vi.»  ccm     „ 

Gesamte  Mischung:             „ 

6 

D  14  1^     „ 

1     „ 

MV. 

U  4  2,4  ccm 

7.  A.E. 

Vto  der  Mischung:  Meerschweinchen  starkes  Infiltrat, 

kommt  durch 

/es    1»              »>                              »                    T  ^  /t 

^/                                                              +3 

0  4  2,4     „ 

7.    .. 

^/                                                                      +  5 
/40    11             »                            »»                  ' '  3 

I>4  2,4     „ 

U       n 

/st    >»             »»                            fi                  "4 
/afi    ff              )>                             n                   "3 

D4  2,4     „ 
1)4  2,4     „ 

>  :: 

7l6      »>          __,  J»_                                   f»                         T   ^  /t 

Gesamte  Mischung:              „               f  5 

U  16  1,64  ccm 

V5  A.E. 

Vto  der  Mischung :  Meerschweinchen  starkes  Infiltrat, 

kommt  durch 

/„    ,, 

/eo    )'              >'                             ff 

■  4 

1)  16  1,64     „ 

/m     f>                 ))                                    ff 

5 

D  16  1,64     „ 

OBBamte  Mischung:             '| 

•4% 

D  16  1,64     „ 
D  16  1.64     „ 

4/ 

^           i1 

;'/• 

1)  Berl.  klin.  Wochensohr.,  1903,  Nr.  85—37. 


22    Eolle,  Joseph  n.  SchloBberger,  Unters,  ttber  die  Avidität  etc. 

Zur  Ergänzung  dieser  Versnche  wurden  daher  noch  die  Giftspektn 
bei  4  von  unseren  Diphtheriegiften  durch  partielle  Absftttigung  nach 
Ehrlich  (1.  c.)  ermittelt,  um  auf  diese  Weise  den  Gehalt  der  ver- 
schiedenen Gifte  an  Komponenten  verschiedener  Affinität  zum  Anti- 
toxin festzustellen.  Zu  der  L4.-Do8is  des  betreffenden  Giftes  wurden 
fallende  Antitoxinmengen  (Vs,  Vsi  Vst  Vs«  1  A.E.)  zugesetzt;  die  derart 
erhaltenen  Mischungen  wurden  dann  in  der  gewöhnlichen  Weise  auf 
ihren  Gehalt  an  tödlichen  Dosen  (direkter  Giftwert)  an  Meerschweinchen 
geprüft.  Wir  konnten  auf  diese  Weise  bei  den  vier  untersuchten  Giften 
zwar  Unterschiede  in  der  Menge  der  einzelnen  Giftkomponenten  (Toxine 
und  Toxoide),  jedoch  keine  Differenzen  in  der  Avidität  derselben,  wie 
sie  Ehrlich  Q*  <^*)  bei  dem  von  ihm  untersuchten  Diphtheriegift  kon- 
statierte (Proto-,  Deutero-,  Epitoxoide  etc.),  feststellen,  vielmehr  ging 
die  Abnahme  der  Giftigkeit  dem  Antitoxinzusatz  bzw.  dem  Toxingehalt 
des  Giftes  genau  parallel.  Dies  ist  vielleicht  darauf  zurückzufahren, 
daß  wir  bei  der  Absättigung  größere  Sprünge  machten  als  Ehrlich, 
der  Viof  Vso»  Vso  etc.  Antitoxineinheiten  zu  der  L|.-Dose  zusetzte, 
während  die  von  uns  benutzten  Mengen  viermal  so  groß  waren.  In 
Tabelle  3  (S.  21)  sind  derartige  Versuchsprotokolle  wiedergegeben. 

Zusammenfassung. 

1)  Diphtherieheilserum,  das  mit  dem  Bouillongift  eines  Stammes 
hergestellt  ist,  wirkt  bei  prophylaktischer  und  therapeutischer  Anwen- 
dung in  denselben  quantitativen  Verhältnissen  auch  auf  die  Bouillon- 
gifte heterologer  Stämme. 

2)  Im  Mischüngsversuche  werden  durch  eine  bestimmte  Antitoxin- 
menge bei  verschiedenen  Giften  verschiedene  Mengen  tödlicher  Dosen 
neutralisiert.  Diese  relativen  Giftmengen  sind  jedoch  bei  Verwen- 
dung verschiedener  homologer  und  heterologer  Antitoxine  stets  dieselben. 

3)  Bei  den  zu  unseren  Versuchen  benützten  Diphtheri^iften 
konnten  Unterschiede  im  Rezeptorenapparat  nicht  nachgewiesen  werden. 

4)  Wenn  bei  den  von  uns  untersuchten  monovalenten  Antitoxinen 
Unterschiede  in  der  .Wirkung  auf  verschiedene  Gifte  auch  nicht  fest- 
gestellt werden  konnten,  so  sind  doch  noch  weitere  experimentelle 
Studien  erforderlich,  um  die  Frage  der  Polyvalenz  endgültig  zu  klären. 


Zur  Kenntnis 
des  Silbersalvarsannatriums 

(2.  Mitteilung) 

Von 
A.  Binz,  H.  Bauer  und  A.  Hallstein 


Ans  der  Chemischen  Abteilung  des  Georg  Speyer-Hanses 
zu  Frankfurt  a.  M. 


V  on  den  von  Ehrlich  zuerst  beobachteten  Einwirkungsprodukten 
von  Metallsalzen  auf  Salvarsan  wird  das  von  Ehrlich  und  Karrer 
hergestellte  „Silbersalvarsan^  als  Natriumsalz  im  Großen  gewonnen  0» 
nachdem  seine  biologische  Bedeutung  durch  P.  Ehrlichs  und  W. 
EoLLBs  ^  Arbeiten  erkannt  worden  ist.  lieber  die  bei  der  Darstellung 
des  Silbersalvarsannatriums  stattfindende  Reaktion  hatte  man  bisher 
noch  keine  begründete  Vorstellung.  Auch  konnte  man  über  die  Ein- 
heitlichkeit des  Reaktionsproduktes,  wie  noch  dargelegt  werden  wird, 
im  Zweifel  sein,  lieber  all  das  aber  beansprucht  der  Arzt  Aufklärung, 
da  er  seine  Patienten  nicht  mit  Medikamenten  behandeln  will,  über 
die  er  sich  chemisch  kein  Bild  machen  kann. 

Wir  bringen  in  der  vorliegenden  Arbeit")  den  Nachweis,  daS  bei 
der  Einwirkung  von  Silbersalz  auf  Salvarsan  eine  einheitliche  Substanz 
entsteht,  und  daß  die  Reaktion  nach  folgendem  Gleichgewichtsschema 
verläuft,  welches  mit  besonderer  Klarheit  am  Dichlorsalvarsan  ana- 
lytisch verfolgbar  ist: 

As  =====  As 

II 
/\         /\ 

AA         AA  +2N0.AgZ=r 

HCl-HjN^  Y  ^Cl  er    Y      NH,HC1 

OH  OH 

As  =A8 

I  i 

II  II  +2  NOsH 

OH  OH 


1)  Ehruch  f  und  Eabbkr,  Ber.  d.  Deutsch.  Chem.  Oea.,  Bd.  48;  1915, 
8-  1684.  Farbwerke  vorm.  Meister,  Lucius  ft  Brttning.  D.B.P. 
270268  (1912). 

2)  E^zperimentelle  Stadien  eu  Ehbliohs  Salyarsanthenpie  der  Spiro- 
ch&tenkrankheiten  and  über  neue  Salrarsanpräparate.  Deutsche  med. 
WochenKshr.,  1916,  Nr.  48/44. 

S)  Die  vorhergehende  Mitteilung  siehe  in  Heft  7  der  Arbeiten  aus 
dem  IJistitut  für  experimentelle  Therapie,  1919. 


26  A.  Bins,  H.  Bauer  tind  A.  HallflteiD, 

Das  Silber  ist  komplex  gebunden,  ohne  daB  durch  die  hier  gewIUte 
Schreibweise  etwas  darüber  ausgesagt  sein  soll,  ob  die  Bindung  der 
MetaUatome  am  Stickstoff  oder  an  einer  anderen  Stelle  des  Molekfils 
erfolgt. 

Was  zunächst  die  Einheitlichkeit  des  Einwirknngsproduktes  tod 
Silbersalz  auf  Salvarsan  angeht,  so  hat  Karrer  in  der  nach  Ehrliche 
Tode  veröffentlichten  Arbeit  (a.  a.  0.)  Analysen  von  Präparaten  bei- 
gebracht, die  aus  alkoholischen  Lösungen  stöchiometrisch  bemesseDer 
Mengen  von  Salvarsan  und  Schwermetallsalzen  durch  AusfiUlen  mit 
Aether  und  dann  durch  Auswaschen  wiederum  mit  Aether  erhalten  waren. 
Earrer  findet  so  folgende  Formeln,  auf  deren  .Verschiedenheit 
von  den  unsrigen  noch  eingegangen  werden  wird. 

C„Hi,As,OsN,  -2  HCM  CuCl, )  Additionsprodukte  von  Salvar- 
Ci,Hi, As,0,Ns  •  2  HCl  •  2  GuCl,  |  san  und  Eupferchlorid 
CisHis As,0,N,  •  2  HGM  AgNOg  \  Additionsprodnkte  von  Salvar- 
Ci,Hi,As,0,N,-2HGl-2AgN08j  ^  san  und  Silbemitrat 
Die  bei  der  Herstellung  dieser  Präparate  gewählte  Versuchsanord- 
nung  erschwert  den  Nachweis  der  Reinheit  und  Einheitlichkeit  der 
analysierten  Substanzen,  weil  durch  das  Ausfällen  und  Auswaschen  mit 
Aether  aus  alkoholischer  Lösung  auch  solche  Bestandteile,  insbesondere 
Metallsalze,  mitgerissen  werden  können,  die  in  die  Waschflüssigkeit 
gehen  sollten.  Dazu  kommt  noch  ein  weiterer  Einwand  aus  dem  Weseo 
der  Reaktion  selbst:  Das  leicht  oxydable  Salvarsan  wird  mit  Lösungefi 
von  Metallsalzen  versetzt,  welche  stark  oxydierend  wirken  können.  Das 
gilt  insbesondere  vom  Silbernitrat,  bei  dessen  Zusatz  zum  Salvarsan 
Braunfärbung  auftritt  Es  drängt  sich  darum  die  Frage  jiuf^  ob  nicht 
das  Salvarsan  -—  wenigstens  teilweise  —  oxydiert,  und  das  Silbersalz 
reduziert  wird.  Diese  Vermutung  ist  um  so  berechtigter,  weil,  wie 
wir  gefunden  habien,  beim  Uebergießen  von  Arsenbenzol,  der  Mutter- 
substanz der  aromatischen  Arsenoverbindungen,  mit  verdfinnter  wässe- 
riger Silbersalzlösung  fast  momentan  metallisches  Silber  und  Phenyl- 
arsinsäure  auftreten.  Zudem  besteht  die  Möglichkeit,  dafi  die  Oxydation 
noch  an  einer  zweiten  Stelle  des  Moleküls,  nämlich  an  den  Amine-  und 
Hydroxylgruppen  einsetzt,  denn  das  dem  Salvarsan  strukturell  ähnliche 
o-Aminophenol  gibt  bekanntlich  ^)  schon  durch  gelinde  Oxydation  Jinter 
Znsammentritt  zweier  Ringsysteme  und  Neubildung  eines  dritten  eioe 
tiefgefärbte  Substanz  der  Formel 

•II  II 

\/\o/\/\o 

Femer  entsteht  durch  Einwirkung  von  Kaliumbichromat  auf  Amioo- 
phenolchlorhydrat  in  der  Kälte,  also  unter  umständen,  die  der  Ein- 

1)  ZiHCn  und  Hbbbbbakd,  Ann.  d.  OheoL^  .Bd.vS26,  1884,  8.  61. 
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wirkong  von  Silbernitrat  aaf  Dioxydiaminobenzolchlorbydrat  vergleichbar 
sind,  ein  branner  Farbstoff^),  der  ftnSerlich  dem  Silbersalvarsan  durch- 
aus ähnelt  Es  scheint  also  dadurch  neben  der  Möglichkeit  des  Auf- 
tretens von  kolloidem  Silber  eine  zweite  Ursache  gegeben,  weshalb 
beim  Vermischen  von  Salvarsan-  und  Silbersalzlösung  eine  Reaktion 
unter  Dunkelfärbung  eintritt,  und  demnach  könnte  im  Silbersalvarsan- 
natriom  eine  Mischung  von  kolloidem  Silber  mit  Oxydationsprodukten 
des  Dioxydiaminoarsenobenzols  vorlieg.en. 

Es  erwies  sich  nicht  als  leicht,  diese  Einwände  durch  Studium  der 
Einwirkung  von  Silbersalzen  auf  Salvarsan  aus  dem  Wege  zu  räumen, 
weil  man  hier  nicht  ohne  weiteres  zu  eindeutigen  Resultaten  kommt: 
Wohl  aber  lieB  sich  das  Wesen  der  Reaktion  und  damit  auch  die 
Einheitlichkeit  des  Reaktionsproduktes  an  Dichlorsal- 
varsan  erkennen.  Wir  stellten  fest,  daß  dieses  mit  Silbersalz  nach 
dem  eingangs  mitgeteilten  Schema  reagiert.  Es  findet  also  ein  Aus- 
tausch der  Wasserstoflfionen  der  Salzsäure  gegen  je  ein  Silberion  statt, 
und  dadurch  erfolgt  Ausfällung.  Letztere  ist  nicht  quantitativ,  viel- 
mehr stellt  sich  ein  Gleichgewichtszustand  ein.  In  entsprechender 
Weise  reagiert  Dichlorsalvarsan  auch  mit  Kupferchlorid,  nur  wird  hier 
mehr  Kupfer  gebunden,  als  dem  Silberniederschlag  entspricht;  es  ent- 
steht ein  Niederschlag  von  ungefähr  folgender  Zusammensetzung 
As  =:.As 

II  . 

0     0 

H,N^   y   "^Cl  Cl'^  y   '^NH.-CuCl, 
0 Cu 0 

wobei  also  nicht  nur  Kupfersalz  komplex  gebunden,  sondern  auch  die 
Wasserstoffatome  der  Phenolgruppen  durch  Kupfer  ersetzt  werden, 
letzteres  allerdings  geschieht  nicht  immer  bis  zur  vollkommenen  Ab- 
sättigung  der  Acidität.  Es  scheint  mit  den  Versuchsbedingungen  zu 
schwanken.  * 

Diä  relative  Durchsichtigkeit  der  beim  Dichlorsalvarsan  eintretenden 
Reaktionen  gestattet  den  Schluß,  daß  die  Einwirkung  der  Metallsalze 
auf  gewöhnliches  Salvarsan  im  wesentlichen  nicht  anders  verläuft. 

Das  wurde  durch  die  Untersuchung  bestätigt.  Allerdings  ist  sie 
in  diesem  Falle  schwieriger,  weil  analysierbare  Niederschläge  wegen 
ihrer  größeren  Löslichkeit  nicht  mit  der  gleichen  Leichtigkeit  entstehen 
wie  beim  Dichlorsalvarsan.  Der  Versuch  .mit  Silbernitrat  fiel  darum 
negativ  aus,  dagegen  führten  die  Anwendung  von  Fluorsilber  und  von 
Eupferchlorid  zum  Ziele.   Dabei  wird  wegen  des  stärker  hervortretenden 

1)  Aktiengesellsohaft  fttr  Anilinfabrikation,  DJLP.69964 
(1890). 
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Einflusses  der  Aminogrnppen  ein  Teil  der  Sftnre  gebimdeii,  die  äcb 
bei  der  Umsetzung  mit  dem  Metallsalz  abspaltet,  so  dafi  folgende  Be- 
aktionen  stattfinden: 

As  ^As 

I 

'v/l  +2AgFI;=! 

OH 

=As 
I 

/\/         \A  +2HF1 

AgCl.HjN^  Y  Y     NH,.AgCl 

OH  OH 

und      As  As 

I  I 

HC1.H,N^  Y  I       NH,.HC1 

OH  OH 


I         I 
/\     /\ 

J\J         'w'v  +  HCl. 

HC1-H,N^  y  Y      NH,-CuCl, 

OH  OH 

Wir  versQchten,  auch  Nickel-  and  Quecksilbersalze  in  wässeriger 
LAsang  darzustellen,  bekamen  aber  im  ersteren  Falle  weder  mit  Sal- 
varsan  noch  mit  dem  chlorierten  Produkt  Niederschläge,  und  beim 
Quecksilber  schied  sich  nach  einiger  Zeit  das  Metall  aus. 

Somit  ist  also  folgendes  festgestellt:  Die  Niederschläge  aus  wässe- 
rigen Lösungen  von  Salvarsan  und  Dichlorsalyarsan  einerseits,  Silber- 
und Kupfersalzen  andererseits  entsprechen  nach  gründlichem  Auswaschen 
einem  Reaktionsschema,  an  dessen  einheitlichem  Verlauf  auf  Grund  der 
Analysen  nicht  zu  zweifeln  ist  Daraus  folgt  für  das  technische  aos 
Silbersalz  und  Salvarsan  entstehende  Umsetzungsprodukt  ebenfalls  die 
Einheitlichkeit.  Es  ist  nicht  anzunehmen,  daS  diese  durch  die  üeber- 
führung  in  das  Natriumsalz  gestört  wird,  denn  hierbei  werden  die 
Phenolwasserstoffatome  abgesättigt,  ohne  daß  da^  Schwermetall  abg^ 
spalten  wird,  was  sich  durch  Ausfallen  des  betreffenden  Hydroxjdes 
.oder  Oxydes  zu  erkennen  geben  müßte.  Das  Metall  bleibt  also  komplei 
gebunden. 
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Die  Tatsache  der  komplexen  Bindung  der  Metalle  in  allen  Arseno- 
metallverbindungen  hat  mit  Recht  Karrer  (a.  a.  0.)  schon  hervorge- 
hobeUy  ist  aber  dabei  zn  einem  anderen  Ergebnis  gekommen  als  wir. 
Während  wir  bei  der  Reaktion  des  Salvarsans  und  Dichlorsalvarsans 
mit  Metallsalzen  Umsetzungen  unter  vollkommener  oder  teilweiser 
Abspaltung  der  Säure  nachgewiesen  haben,  findet  Karrer  eine  glatte 
Addition  der  Komponenten,  also  z.  B.  bei  Salvarsan  und  Silber- 
nitrat: 
Ci,Hi,  A8,0,N,  -2  HCl  +  2  NOgAg  =  C„Hi,As,0aN8  -2  N08Ag.2  HCl 

Nach  dieser  Auffassung  findet  die  von  uns  beobachtete  Abspaltung  von 
Säure  hier  nicht  statt.  Karrer  belegt  diese  Formel  und  andere  durch 
Analysen,  deren  Ergebnisse  von  den  unsrigen  abweichen.  Wir  erblicken 
darin  keinen  experimentellen  Widerspruch,  weil  Karrer  nicht  wie  wir 
in  wässeriger,  sondern  in  alkoholischer  Lösung  arbeitete,  also  unter 
Versuchsbedingungen,  bei  denen  Komponenten  festgehalten  werden 
können,  die  durch  Wasser  abgespalten  werden. 

In  einem  anderen  Punkte  dagegen  haben  wir  eine  grundsätzlich 
abweichende  Ansicht.  Karrer  hält  es  ffir  erwiesen,  daß  die  komplexe 
Bindung  der  Metallsalze  allein  durch  Restaffinitäten  der  Arsenatome 
stattfindet,  und  gibt  dafflr  die  Formel 

MeX         MeX 

As         -Äs 
I  I 

h^n/'y'  .  y^NH. 

OH  OH 

wo  Me  das  betreffende  Schwermetall  und  X  das  damit  verbundene 
Nichtmetall  bedeutet.*  In  Verfolg  der  EHRLiCHschen  Feststellung^), 
wonach  der  dreiwertige  Zustand  des  Arsens  biologisch  wesentlich  ist, 
erscheint  es  nicht  gleichgültig,  ob  die  ungesättigten  Restaffinitäten  der 
Arsenatome  durch  Metallatome  beschlagnahmt  sind  oder  nicht  Die 
Prüfung  der  KARRERschen  Annahme  ist  darum  nicht  nur  rein  chemisch, 
sondern  auch  chemotherapeutisch  von  Interesse.  Wir  weisen  deshalb 
darauf  hin,  daß  das  bisher  vorliegende  experimentelle  Material  nicht 
ausreicht,  um  die  Bindung  des  Metalles  am  Arsen  als  feststehend  zu 
betrachten.  Der  von  Karrer  beigebrachte  Beweis  beschränkt  sich  auf 
zwei  rein  qualitative  Beobachtungen:  Arsenobenzol  gibt  in  Pyridin 
gelöst  mit  Silbernitrat  eine  tiefe  Braunfärbung  und  dann  mit  Alkohol- 

1)  Ehrlioh,  Berichte  d.  Deutsch.  Chem.  Ges.,  Bd.  42,  1909,  S.  27.  — 
B^HBHicH  and  Hata,  Die  experimentelle  Chemotherapie  der  Spirillosen. 
Berlin  1910,  S.  122. 
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Aether  einen  schwarzen  Niederschlag,  in  dem  eine  Silbersalzaddiüons- 
verbindung  des  Arsenobenzols  vorliegen  soll;  bei  der  Reduktion  eines 
Gremisches  Ton  Phenylarsinsänre  und  Kupferchlorid  mit  nnterphos- 
phoriger  Säure  entsteht  ein  rotbraunes  Pulyer,  in  dem  Karrbr  die 
Kupferverbindung  des  Arsenobenzols  erblickt. 

Wir  haben  in  anderer  Weise  versucht,  eine  etwaige  Addition 
von  Metallsalzen  an  Arsenobenzol  festzustellen,  indem  dieses 
in  wässeriger  Suspension  mit  Goldchlorid,  Silbernitrat,  Silberfluorid 
und  Kupferchlorid  geschüttelt  wurde.  Die  Edelmetallsalze  wirkten  so- 
fort ein,  indem  Phenylarsinsäure  und  die  Farbe  des  durch  Reduktion 
abgeschiedenen  Metalles  auftrat.  Die  Halogene  dagegen  wurden  aas 
Goldchlorid  und  Silberfluorid,  wenn  überhaupt,  dann  nur  in  Sparen 
vom  Arsenobenzol  aufgenommen,  wie  die  quantitative  Bestimmung  er- 
gab, und  eine  Anlagerung  von  Kupfersalz  trat  auch  nicht  in  Spuren 
ein.  Was  die  Einwirkung  des  Silbernitrates  angeht,  so  hatte  der  nicht 
oxydierte  Teil  des  Arsenobenzols  keinen  Stickstoff  auf- 
genommen. 

Wir  behandelten  dann  weiter  nach  Karrers  Vorgang  in  Pyridin 
gelöste  Arsenikalien  mit  Silbernitrat.'  Der  Versuch  wird  beim  Arseno- 
benzol dadurch  erschwert,  daß  dieses  in  Pyridin  nur  schwer  löslich 
ist,  und  daß  beim  nachherigen  Ausfällen  des  angeblichen  Metallsalz- 
additionsprodnktes  mit  Alkohol  und  Aether  derartig  geringe  Mengen 
erhalten-  wurden,  daß  sie  zur  Analyse  selbst  bei  Anwendung  von  viel 
Arsenobenzol  kaum  ausreichten.  Das  ist  offenbar  auch  der  Grand, 
weshalb  Karrer  keine  Analyse  anführt.  Besser  eignet  sich  das  Te- 
trabromarsenophenol,  indessen  erhielten  wir  hier  analysierbare 
Niederschläge  nur  auf  Zusatz  eines  solchen  Ueberschusses  von  Silber- 
salz, daß  Oxydation  eintrat.  Die  Niederschläge  bestanden  aus  Ge- 
mischen von  ausgeschiedenem  Silber  und  von  Oxyphenylarsinsäure  in 
Form  eines  schön  krystallisierenden  Pyridinsilbersalzes. 

Wir  halten  es  aus  allen  diesen  Gründen  für  unwahrscheinlich,  daB 
die  bei  Zusatz  von  Silbersalz  zu  Arsenobenzol  in  Pyridin  auftretende 
braune  Farbe  etwas  anderes  als  die  des  kolloiden  Silbers  ist.  Das 
schließt  natürlich  die  Möglichkeit  nicht  aus,  daß  die  Restaffinitäten 
der  Arsenatome  sich  Metallatomen  gegenüber  betätigen,  sobald  die 
Wasserstoffatome  des  Arsenobenzols  durch  Hydroxyl-  oder  Amino- 
gruppen  ersetzt  sind.  Ein  Beweis  dafür  liegt  aber  einstweilen  nicht 
vor;  wir  lassen  daher  diese  schwierige  molekulartheoretische  Frage 
noch  offen.  Eine  endgültige  Klärung  und  damit  auch  die  Be- 
stimmung des  Ortes  im  Salvarsanmolekül ,  an  dem  das  Silber  ge- 
bunden ist,  wird  erst  durch  das  Studium  einer  'größeren  Anzahl  von 
Arsenoverbindungen  in  ihrem  Verhalten  gegen  Schwermetallsalze  zn 
erbringen  sein. 
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Experimenteller  Teil. 
1.  398'-]Mamlno-494'-Dlox7-5,6'-Dlelilor-ar8eiiobeiizol-Diehlor8llber. 

Das*  in  der  Literatur  noch  nicht  beschriebene  Dichlorsalvarsan 
(3,3*  -  Diamino  -  4,4' -  Dioxy -  5,5'  -  Dichlorarsenobenzoldichlorhydrat)  wurde 
nach  einer  unveröffentlichten  im  Speyer-Hause  befindlichen  Vorschrift 
yon  Bertheim  dargestellt: 

70  g  3-Amino-,  4-ox7phen7lar8insfiure  wurden  mit  900  ccm  Wasser 
and  234  ccm  Salzsiure  (spez.  Gewicht  1,12)  in  Lösung  gebracht  und 
bei  5^  mit  100  ccm  3 -fach  normalem  Natrinmnitrit  diazotiert.  Die 
schwerlösliche  Diazoverbindung  wurde  abgesaugt,  mit  gesättigter  Koch- 
salzlösung gewaschen,  in  300  ccm  Wasser  suspendiert  und  portionen- 
weise eingetragen  in  eine  Lösung  von  60  g  Kuprochlorid  in  812  ccm 
Salzsäure  (spez.  Gewicht  1,12).  Das  Gemisch  wird  auf  dem  Wasserbad 
erwärmt,  bis  die  Stickstoffentwicklung  beendet  ist,  und  in  eine  heiße 
Lösung  von  400  g  Natriumhydroxyd  in  1200  ccm  Wasser  eingetragen. 
Man  kocht  auf,  saugt  ab  und  säuert  das  Filtrat  mit  Salzsäure  an,  bis 
gerade  Reaktion  auf  Eongopapier  eintritt.  Es  wurden  hierzu  210  ccm 
Salzsäure  (1,12)  verbraucht.  Die  so  erhaltene  3-Ghlor-4-oxy- 
phenylarsinsäure  wird  bis 'zur  Kristallisation  eingedampft.  Aus- 
beute 50  g.  Aus  der  Mutterlauge  lassen  sich  durch  Eindampfen  und 
Extrahieren  mit  Methylalkohol  noch  etwa  7  g  gewinnen. 

Nitrierung  der  3-Chlor-4-oxyphenylarsinsäure:  101g 
der  Chloroxyphenylarsinsäure  werden  eingerührt  in  300  ccm  konzen- 
trierte Schwefelsäure.  Sodann  wird  bei  einer  Temperatur  unter  0^  eine 
Mischung  von  26  ccm  Salpetersäure  (1,4)  und  26  ccm  konzentrierter 
Schwefelsäure  eingetropft.  Nach  3-stQndigem  Rühren  gießt  man  das 
Säuregemisch  in  1500  ccm  Wasser.  Die  abgeschiedene  3-Chlor-4-oxy- 
5-nitro-phenylarsinsäure  wird  abgesaugt  und  mit  gesättigter  Kochsalz- 
lösung und  dann  mit  Wasser  gewaschen.    Ausbeute  92  g. 

Reduktion  zum  Dichlorsalvarsan:  7,45  der  3-Chlor-4-oxy- 

o 

5-nitro-phenylarsinsäure,  gelöst  in  150  ccm  Wasser  und  22,5  ccm  --Na- 
tronlauge werden  durch  1 -stündiges  Verrühren  mit  85,5  g  Hydrosulfit 
and  17,1  g  Magnesiumchlorid  in  430  ccm  Wasser  bei  55^  reduziert. 
Der  entstandene  Niederschlag  von  3 , 3'  -  D  i  a  m  i  n  o  -  4 , 4'  -  D  i  o  x  y  -  5 , 5'- 
Dichlorarsenobenzol  löst  sich  beim  Schütteln  mit  100  ccm  Me- 
thylalkohol und  12,8  ccm  methylalkoholischer  Salzsäure  (enthaltend 
Vio  GMol.  HCl)  zum  Dichlorhydrat.  Dieses  scheidet  sich  beim  Eintropfen 
in  1 1  absoluten  Aether  in  grünlich  gelben  Flocken  aus.  4  g  Ausbeute* 
0,2151  g  Substanz  gaben  (nach  Carius)  0,2052  g  AgCl 
0,3037  „  r  «  «  n       0,2920,       , 

0,3048 ,  ,  ,  „  „       0,1635  „  As^O^Mg, 

CrtHioO,N,As,Cl,.2  HCl. 2  CH80H(571,9) 
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Ber.  As  26,40,  Cl  24,80 
Gef.    „  25,90,    „  23,79 
23,59 
Es  wird  also  angenommen,  daß  die  Substanz,  ebenso  wie  SalTarsao^ 
Eristallalkohol  enthfilt.    Der  etwa  zu  niedrige  Chlorgehalt  deutet  inf 
gerin  gfQgige  Abspaltung  von  Chlorwasserstoff,  entsprechend  der  imA 
die  Eernhalogene  abgeschwächten  Basizitfit. 

Zur  Darstellung  des  Dichlorsalvarsan-Chlorsilbers  wur- 
den 1,1  g  Dichlorsalvarsan  in  10  ccm  Methylalkohol  und  dann  in  20  ocm 
Wasser  gelöst  und  unter  Turbinieren  mit  40  ccm  Vso-i^-Sflbeniitnt- 
lösung  (=  Viooo  GMoI.  auf  Vio«o  GMol.  Dichlorsalvarsan)  versetzt  Die 
hellgelbe  Lösung  färbt  sich  dunkelgelb.  Ein  zuerst  entsteheoder 
Niederschlag  löst  sich  wieder  auf.  Erst  bei  Zugabe  weiterer  40  ocm 
Vto-o- Silbernitratlösung  entsteht  ein  bleibender  gelber  Niederschlag. 
Die  Filtration  erwies  sich  wegen  der  gallertartigen  Beschaffenhext  tis 
fast  undurchführbar.  Es  wurde  darum  zentrifugiert,  dekantiert  and 
auf  diese  Weise  4mal  mit  Wasser  ausgewaschen.  Die  Aosbente 
der  im  Vakuum  getrockneten  Substanz  reichte  gerade  zu  folgenden 
Analysen : 

0,2772  g  Substanz  gaben  0,1147  g  As^Ss 

0,3022  y,         n  r>      0,2521  „  AgCI  (Chlorbestimmung) 

0,1252  ^  AsjO^Mg, 
37,645  mg*)  Substanz  gaben  1,4  ccm  N  (708  mm,  17^) 
0,1226  g  «  «      0,0479  g  AgCl  (Silberbestimmang) 

Ci,HioA8,0,N,Cl4Ag,  (721,6) 
As  -As 

I  I 

A       A 

AgCl-H,N^Y^Cl  c/Y^NH,.AgCl 
OH  OH 

Ber.  As  20,78  Proz.  Ag  29,90  Proz.  Cl  19,66  Proz.  K  3,88  Proz. 

Gef.    „  20,00     „        „   29,49     „       „  20,60      „      „  4,08     „ 
20,00     „ 
Leichter  als  mit  Silbernitrat  bildet  sich  der  Niederschlag  von  Dichlor- 
salvarsan-Chlorsilber  bei  Anwendung  von  Fluorsilber.     Dies  war  zu 
erwarten,  da  in  ersterem  Falle  die  starke  Salpetersäure,  in  letzterem 
Falle  der  schwächere  Fluorwasserstoff  frei  wird. 


1)  Ehrt.ich  u.   Bbrthbim,  Berichte   d.   Deutsch.  Chem.  Qea^  Bd.  45, 
1912,  S.  763. 

2)  Alle   Mikrobestimmungen   wurden  von   Dr.  H.  Wbil   in  Mündtes 
ausgeführt. 
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3  g  Dichlorsalvarsan  wurden  in  10  ccm  Methylalkohol  und  dann  in 
60  ccm  Wasser  gelöst  Dazu  kamen  25  ccm  einer  filtrierten  Lösung 
Yon  Fluorsilber,  deren  Gehalt  titrimetrisch  zu  1,35  g  (entsprechend 
2  Mol.  AgFl  auf  1  Mol.  Salvarsan)  ermittelt  war.  Es  fiel  sofort  ein 
dicker  braungelber  Niederschlag  aus.  Um  das  Maximum  der  Fällung 
zu  erreichen,  wurden  weitere  25  ccm  der  Fluorsilber  zugegeben.  Der 
Niederschlag  wurde  abgesaugt,  mit  Wasser  durchgeknetet  und  so-fort, 
bis  nach  dreimaliger  Waschung  das  ursprünglich  stark  saure  Filtrat 
kaum  noch  sauer  reagierte.  Sodann  erfolgte  Waschung  mit  Alkohol 
und  Aether,  wobei  die  Substanz  aufquoll  und  schwer  filtrierbar  wurde. 
Ausbeute  nach  2-tägigem  Trocknen  im  Vakuum  3  g. 

0,3387  g  Substanz  gaben  mit  Silbernitrat  im  Einschlußrohr  0,2302  g 
AgCl  und  0,1334  As^OrMg,. 

0,4996  g  Substanz  gaben  nach  Binz  ^)  mit  Wasserstoffsuperoxyd, 
Salpetersäure  und  Hypochlorit  aufgeschlossen  0,2042  g  AgCl. 

0,2499  g  Substanz   gaben   durch   Veraschen   und   Ausziehen   des 
Rückstandes  mit  Salpetersäure  und  mit  Ammoniak  0,1016  g  AgCl. 
CisHioASaOsN^CliAg,  Ber.  As  20,78,  Ag  29,90,  Gl  19,60 
Gef.    „    19,02,    „    30,76.    „   16,81 
„    30,60 

Das  Atomverhältnis  ist  As :   Gl :  Ag  =  2 : 3,74 : 2,25. 

Die  Analyse  zeigt,  daß  dieselbe  Substanz  vorliegt  wie  bei  der  vor- 
hergehenden Darstellung,  nur  in  weniger  reinem  Zustande.  Wie  am 
Einschlußrohr  bei  der  Ghlor-  und  Arsenbestimmung  zu  ersehen  war, 
haftete  der  Substanz  noch  etwas  Fluorwasserstoff  an,  daher  der  zu 
geringe  GUorgehalt.  Da  zugleich  der  Arsengehalt  zu  niedrig  ist,  so 
dürfte  die  Substanz  auch  noch  etwas  Wasser  oder  Alkohol  enthalten 
haben.  Es  ist  das  bei  den  hier  beschriebenen  kolloiden  Niederschlägen 
fast  immer  der  Fall,  zumal  da  sie  sich  nicht  bei  erhöhter  Temperatur 
trocknen  lassen,  da  hierbei  Oxydation  eintritt.  Der  im  Verhältnis  zum 
Arsen  und  Ghlor  zu  hohe  Silbergehalt,  der  zu  niedrige  Ghlorgehalt 
und  die  Anwesenheit  von  etwas  Fluor  deuten  darauf,  daß  eine  geringe 
Beimengung  eines  Silbersalzes  etwa  der  Formel 

As  As 

A-       ' 

II 

AgFl.HjN^   y   "^Gl  GK    Y    ^NH,-AgGl 
OH  OAg 

im  Niederschlag  enthalten  war.  Wir  werden  bei  der  folgenden  Sub- 
stanz sehen,  daß  der  Phenolwasserstoff  unter  Umständen  leicht  durch 
Metall  ersetzt  wird. 

1)  S.  die  erste  Mitteilung  in  Heft  7  dieser  Zeitschrift. 

Axb.  a.  d.  Inst.  f.  exp.  Ther.  u.  d.  Georg  Speyer-Haase  su  Fraakfart  a.  M.  VIII.  3 
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2.  Knpfenalz  des  8,8'-Diamlno-M'-l>ioxy-6^'-DIehloi^aneiiobeuol- 

mono-Kopferchlorids. 

2  g  DichlorsalvarBan  wurden  in  10  ccm  Methylalkohol  und  dann  in 
40  ccm  Wasser  gelöst  und  unter  Tnrbinieren  langsam  mit  1,25  g  Knpfer- 
chlorid,  CnCl,-2  H,0  (=  2  Mol.  auf  1  Mol.  Dichlorsalvarsan)  in  135  ccm 
Wasser  versetzt  Es  entstand  eine  gelbbraune  Gallerte,  die  sich  all- 
mählich in  einen  festen  Niederschlag  verwandelte.  Beim  Absaugen 
erwies  sich  das  Filtrat  als  stark  sauer  gegen  Kongopapier,  während  die 
beiden  unvermischten  Lösungen  vollkommen  neutral  reagierten.  Hieran 
zeigte  sich  ebenso  wie  bei  den  vorher  beschriebenen  Präparaten  die 
Abspaltung  der  Salzsäure  durch  den  ReaktionsverlauC  Der  Nieder- 
schlag wurde  von  der  Nutsche  genommen,  mit  Wasser  grfindlich  durch- 
geknetet, wiederum  abgesaugt  und  wieder  auf  dieselbe  Weise  gewaschen, 
desgleichen  zum  Schluß  mit  Alkohol  und  Aether,  wobei  sidi  ein  Teil 
löste.  Ausbeute  0,9  g.  0,3350  g  Substanz  gaben  0,1467  g  AstOrMg,, 
0,0746  Cu,S.  Die  Trennung  des  Arsens  vom  Kupfer  geschah  nadi 
Jannasoh  und  Sbidbl^).  Das  im  Bückstand  befindliche  Hydrazinsali 
wurde  nach  vollkommenem  Eindampfen  zur  Trockne  mit  Salpetersäure 
zerstört.    Darauf  erfolgte  Fällen  des  Kupfers  mit  SchwefelwasserstofL 

0,3422  g  Substanz  (nach  Cariüs)  gaben  0,2711  g  AgCl.  Hieraus 
berechnet  sich  das  Atom  Verhältnis: 

As:Cl:Cu  =  2:3,91:l,98 
entsprechend  der  Formel 

As  —  -  As 

I 

0 

HjN'^  y  ^CICK    Y    ^NH,-CuCl, 

6 — cu 

Ci,H8A8,N,Cl,0,Cu.CuCl,.4H,0  (703) 
Ber.  As  21,33  Proz.,  Cl  20,17  Proz.,  Cu  18,09  Proz. 
Gef.    ,    21,20      „       ,   19,60      „       ,    17,79      „ 
Die  Einberechnung  des.  Wassers  in  den  Molekülverband  ist  will- 
kfirlich.   Es  kann  sich  ebensowohl  um  mechanisch  anhaftende  Feuchtig- 
keit handeln,  die  bei  den  Substanzen  der  Salvorsanreihe  schwer  zu 
entfernen  ist,  da  sie  kolloid  sind  und  nicht  bei  erhöhter  Temperator 
getrocknet  werden  dürfen. 

Bei  einer  zweiten  Darstellung  des  Präparates  wurden  4  g  Dichlor- 
salvarsan in  10  ccm  Methylalkohol  und  dann  in  80  ccm  Wasser  gelöst 
Darein  wurden  3,13  g  Kupferchlorid  in  100  ccm  Wasser  unter  Torbi- 
nieren  eingetropft.  Der  sofort  entstehende  Niederschlag  wurde  wie 
vorher  gründlich  gewaschen.    2,7  g  Ausbeute. 

1)  Ber.  d.  Deutsch.  Chem.  Ges.,  Bd.  43,  1910,  8.  121& 
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0,2911  g  Substanz  gaben  0,1374  g  A8,07Mg,  und  0,0576  g  Cu,S. 

0,7849  ^  r^   ,        V      0,1611  „  Cu,S. 

0,5616  „         ^  '        y,  (nach  Gariüs  mit  Silbernitrat  aufgeschlossen) 

0,4892  g  AgCL 
Gef.  As  22,79,  Gl  21,65,  Cu  15,80  Proz. 
Atomverhältnis  As :  Cl :  Cu  -»  2,0 : 4,0 : 1,67. 

Die  gefundenen  Werte  für  Arsen  und  Chlor  liegen  etwas  fiber  den 
fQr  CisHg  As3N,Cl,0,Cu •  CnCla  -4  H,0  berechneten,  der  für  Kupfer  wesent- 
lich tiefer.  Daraus  folgt,  daß  die  Substanz  vielleicht  etwas  weniger 
Feuchtigkeit  enthielt,  als  die  zuerst  dargestellte,  daß  aber  jedenfalls  die 
Ersetzung  des  Phenolwasserstoffs  durch  Kupfer  nicht  ToUkommen  ein* 
getreten  war.  Es  mag  das  daran  gelegen  haben,  daß  die  Darstellung 
in  fast  der  doppelten  Konzentration  stattgefunden  hatte  wie  das  erste 
Mal,  so  daß  die  durch  die  Reaktion  abgespaltene  Mineralsäure  stärker 
zur  Geltung  kam  und  das  vollkommene  Ausfallen  eines  Phenol-Kupfer- 
salzes verhinderte. 

3.  Einwirkung  von  SUbernltrat  anf  Salvarsan. 

Weniger  glatt  als  beim  Dichlorsalvarsan  verläuft  die  Umsetzung 
des  Salvarsans  mit  Silbersalzen.  Mit  derjenigen  Menge  Silbernitrat, 
die  beim  Dichlorsalvarsan  sofort  einen  Niederschlag  gibt,  zeigt  das 
Salvarsan  wohl  die  Rotbraunf&rbung,  welche  auf  das  Eintreten  der  Re- 
aktion deutet,  aber  der  Niederschlag  bleibt  aus.  Erst  wenn  man  4  Mo- 
leküle Silbersalz  auf  1  Molekül  Salvarsan  hinzufügt,,  entsteht  ein  festes 
Reaktionsprodukt.  Dieses  ist  aber  keine  einheitliche  Substanz  mehr, 
sondern  enthält  so  viel  Silber,  daß  man  auf  weitgehende  Oxydation  des 
Salvarsans  schließen  muß. 

3  g  Salvarsan  wurden  in  60  ccm  Wasser  gelöst  und  mit  2,15  g 
Silbemitrat  in  50  ccm  Wasser  versetzt.  Die  Mischung  färbte  sich  rot- 
braun, es  entstand  eine  sehr  geringe  Menge  eines  braunen  Nieder- 
schlages. Auf  Zusatz  von  weiteren  2,15  g  Silbernitrat  erstarrte  der 
GefilBinhalt  gallertartig.  Nach  gründlichem  Auswaschen  mit  Wasser, 
dann  mit  Alkohol  und  Aether  3,5  g  Ausbeute. 

0,5194  Substanz  nach  Binz  (a.  a.  0.)  aufgeschlossen,  gaben  0,4457  g 
AgCl  und  0,1154  g  As^OrMg,. 

Zur  Bestimmung  des  Chlors  wurden  0,5862  g  unter  Zugabe  von 
1  g  Silbernitrat  mit  Wasserstoffsuperoxyd  und  Wasser  nach  Binz  auf- 
geschlossen.   Das  ausgeschiedene  Chlorsilber  betrug  0,2262  g. 
Gef.  As  10,73,  Ag  64,58,  Cl  9,55  Proz. 
Atomverhältnis  As :  Ag :  Cl  —  2 : 8,4 : 3,8. 

Diese  Zahlen  stimmen  auf  keine  Formel.  Aehnliche  Versuchs- 
bedingungen,  wie  sie  beim  Dichlorsalvarsan  zu  einer  einheitlichen 
Substanz  führen,  geben  also  beim  Salvarsan  eine  weitgehende  Zer- 
störung der  Substanz. 
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4.  SyS'-BIamlncM^l'-Bioxy-arseiiobeiizol-DIeliloFBllber. 

Mit  Fluorsilber  entsteht  schon  nach  Zusatz  von  2  MoL  auf  1  Mol. 
Salvarsan  ein  Niederschlag,  was  auf  die  geringe  Stärke  der  abgespal- 
tenen Fluorwasserstoffsäure  zurückzuführen  ist.  Oxydationsvorgänge 
treten  hierbei  nicht  auf^  so  daß  man  ein  einheitliches  Reaktionsprodnkt 
erhält :  6  g  Salvarsan  wurden  in  120  ccm  Wasser  gelöst  und  unter  Tur- 
binieren  langsam  mit  3,12  g  reinem  Fluorsilber  (=  2  Mol.  auf  1  Hol. 
Salvarsan)  in  450  ccm  Wasser  versetzt.  Es  entstand  eine  braunrote 
Lösung,  dann  bald  eine  Gallerte  und  in  einer  Kältemischung  ein 
flockiger  Niederschlag,  der  auf  der  Nutsche  gewaschen  und  im  Vakuum 
getrocknet  wurde. 

0,2822  g  Substanz  (nach  Binz  mit  HsO,  etc.  aufgeschlossen)  gaben 
0,1132  gAgCl. 

0,3062  g  Substanz  gaben  0,1204  g  AgCl. 

0,2754  g  Substanz  nach  Garius  gaben  0,1207  g  AS2O7M&. 

0,2063  g  wurden  nach  Warunis  ^)  mit  Natriumsuperoxyd  ver- 
Bchmolzen,  es  erwies  sich  aber  als  notwendig,  daß  ausgefällte  Mag- 
nesiumammoniumarseniat  wieder  zu  lösen  und  zu  fällen,  da  der  zuerst 
erhaltene  Niederschlag  ein  zu  hohes  Resultat  ergab,  wahrscheinlich 
wegen  des  Einschlusses  von  Salzen.    Es  fanden  sich  0,0901  g  AssOrMg^. 

0,3345  g  Substanz  (nach  Garius  mit  Silbernitrat)  gaben  0,1343  g 
AgCl. 

Da  bei  den  Bestimmungen  nach  Garius  eine  deutliche  Aetzang 
der  EinschluBrohre  zu  erkennen  war,  wurde  das  Fluor  bestimmt: 

0,3020  Substanz  wurden  mit  10  g  eines  Gemisches  von  2  Teilen 
Soda  und  1  Teil  Salpeter  verschmolzen.  Es  wurde  gelöst,  vom  Silber- 
oxjdrfickstand  abfiltriert,  mit  Salzsäure  schwach  angesäuert,  sofort 
wieder  ammoniakalisch  gemacht  und  mit  Magnesiamischung  gefällt. 
Das  Filtrat  wurde  schwach  mit  Salzsäure  angesäuert,  sofort  mit  Soda 
alkalisiert  und  in  der  Hitze  mit  überschüssigem  Ghlorcalcium  gefällt 
Aus  dem  entstandenen  Niederschlag  entfernte  man  nach  dem  Glühen 
das  Galciumkarbonat  mit  Essigsäure.   Es  hinterblieben  0,0066  g  CaFl}. 

Gi,Hi,0,N, As,,  2  AgGl  •  4  H,0  (720,7) 

As  As 


A 


I 


AgCl-H.N'^Y  Y^NHj.AgCl 


iH 


OH 

Ber.  As  20,80,  Ag  29.94,  Gl  9,84,  Fl.    -^ 
Gef.    „   21,16,    „   29,60,    „  9,93,    „    1,06 
,   21,08,    „   29,52. 


1)  Chemiker-Zeitung,  1912,  S.  1205. 
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Die  Menge  des  gefundenen  Fluors  ist  so  gering,  daß  sie  als  Ver- 
unreinigung betrachtet  werden  kann. 

Bei  eiaer  zweiten  Darstellung  des  Präparates  wurde  die  Substanz 
nicht  wie  vorher  auf  der  Nutsche  gewaschen,  sondern  in  einer  Schale 
mit  Wasser  durchgeknetet,  wieder  abgesaugt  und  sofort,  bis  nach  drei* 
maligem  Waschen  alle  mechanisch  anhaftende  Säure  verschwunden  wai\ 
Ausbeute  6,9  g. 

0,4427  g  Substanz  nach  Carius  aufgeschlossen  gaben  0,1691  g  AgCl 
und  0,1858  g  As^OrMg,. 

1,0335  g  wurden  mit  25  g  Soda-Salpeter  verschmolzen,  und  wie 
oben  angegeben,  aufgearbeitet.  Es  fanden  sich  0,0479  g  CaFl^.  Der 
beim  Filtrieren  der  gelösten  Schmelze  verbliebene  Silberrfickstand  wurde 
zur  Lösung  etwaigen  Chlorsilbers  mit  Ammoniak,  dann  mit  Salpeter- 
säure ausgezogen.  Beim  Fällen  ergaben  sich  0,4328  g  AgCl. 
Get  As  20,26,  Ag  31,53,  Cl  9,44,  Fl  2,26  Proz. 
Atomverhältnis  As :  Cl :  Ag :  Fl  =  2 : 1,97  : 2,16 : 0,44. 

Die  Zahlen  bestätigen  zwar  die  Theorie,  indessen  war  die  Substanz 
weniger  rein  ausgefallen  wie  die  zuerst  dargestellte,  auch  haftete  ihr 
etwas  mehr  Fluorwasserstoff  an,  entsprechend  einer  Beimengung  einer 
Substanz  von  folgender  Formel: 

As ^As 

I        I 
/\     /^ 

AgCl-H,N^Y  I    ^NH,-AgCl-HFl 

ÖH  OH 

Noch  deotlicher  wird  sich  bei  der  nnnmehr  zu  besprechenden  Verbin- 
dnng  zeigen,  daß  das  Salrarsan  außer  dem  Metallsalz  auch  Sftnre  binden 
kann,  wie  das  schon  Karkbr  gefunden  hat. 

t 

5.  8,8'-DIamiiio-4,4'-Dioxy-arseiiobenzol-mono-Kupferehlorid- 
monoehlorhydnt. 

3  g  Salvarsan  in  60  ccm  Wasser  wurden  mit  2  g  Kupferchlorid 
CaGls-2  H,0  in  50  ccm  Wasser  versetzt.  Die  Lösung  nahm  eine  gelbe 
Farbe  an,  blieb  anfangs  klar,  erstarrte  aber  nach  einigen  Minuten  zu 
einer  Gallerte,  die  beim  Verrühren  zu  einem  langsam  filtrierbaren 
Niederschlag  wurde.  Derselbe  wurde  gründlich  mit  Wasser  ausge- 
waschen und  dann  auf  Ton  ins  Hochvakuum  gebracht.    Ausbeute  2,3  g. 

0,9208  g  nach  Binz  mit  Wasserstoffsuperoxyd,  Salpetersäure  und 
Hypochlorit  aufgeschlossen,  gaben  0,4504  g  AstOyMgs  und  0,1220  g  CuO. 
Kupfer  und  Arsen  wurden  nach  Jannasoh  und  Sbidel  (a.  a.  0.)  ge- 
trennt. 

0,3236  g  gaben  in  derselben  Weise  0,1599  g  AssOrMg,. 
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0^952  g  gaben  in  derselben  Weise  bei  Gregenwart  von  1  g  Silber- 
nitrat aufgeschlossen  0,3930  g  AgCl. 

0,4520  g  gaben  verascht,  mit  Königswasser  gelöst  und  nach  dem 
Filtrieren  mit  Kalilange  gefUIt,  0,0564  g  CuO. 
Ci,Hi, ASjNjO,  •  CuClt .  HCl .  6  H,0 
As  As 

I  I 

0  0 

H,N^  y  y  '^NH,.HCl-CuCl,-6H,0 

OH  OH 

Ber.  As  23,61  Proz.,  Cu  10,11  Proz.,  Ol  16,76  Proz. 

Gef.    „  23,61       „  „   10,58       „      „    16,33      „ 

23,86       .,  „     9,97       „ 

6.  Arsenobenzol  und  SchwermetallMlse. 

Wir  stellten  Arsenobenzol  sowohl  nach  dem  Verfahren  von  Mi- 
chaelis und  C.  Schulte^)  durch  Reduktion  von  Phenylarsinozyd  als 
auch  aus  Phenylarsinsänre  dar.  20,2  g  der  letzteren  in  250  ccm  Wasser 
wurden  2  Stunden  lang  bei  40—50^  mit  250  ccm  unterphosphoriger 
Säure  vom  spezifischen  Gewicht  1,136  verrQhrt.  Ausbeute  11,5  g.  Die 
Substanz  zeigt,  wie  schon  die  genannten  Chemiker  angeben,  die  Neigung 
zu  verharzen.  Michaelis  und  Schulte  beschreiben  ihr  Präparat  als 
schwach  gelb  gefärbt  und  vom  Schmelzpunkt  196  ^  Wir  erhielten  bei 
mehrfachen  Darstellungen  gelegentlich  Produkte  derselben  Beschaffen- 
heit, meist  aber  fast  weiße,  nur  sehr  schwach  gelbe  Präparate,  die  bei 
208^  schmolzen. 

Einwirkung  von  Silbernitrat 
9  g  Arsenobenzol  wurden  in  400  ccm  Wasser  suspendiert  und  mit 
einer  Lösung  von  5,1  g  Silbernitrat  in  300  ccm  Wasser  6  Stunden  lang 
geschüttelt.  Schon  in  den  ersten  Sekunden  zeigte  sich  Braunfirbong 
der  Arsenobenzolkrystalle,  und  schließlich  waren  sie  fast  schwarz.  Beim 
Abfiltrieren  und  Auswaschen  verblieb  ein  Bückstand  von  4,57  g.  Die 
Analyse  ergab  keinen  Stickstoff. 

0,5123  g  Substanz  nach  Cariüs  mit  Salpetersäure  aufgescblosseo 
gaben  nach  Zusatz  von  Salzsäure  0,2141  g  AgCl. 
Gef.  Ag  31,35  Proz. 
Aus  dem  stark  sauer  reagierenden  Filtrat  wurde  das  fiberschfissige 
Silber  mit  Salzsäure  ausgefällt,  worauf  durch  Eindampfen  1,8  g  Phenyl- 
arsinsänre in  wohlausgebildeten  Erystallen  vom  Schmelzpunkt  158  bis 
162®  erhalten  wurden. 


1)  Ber.  d.  Deutsch.  Chem.  Ges.,  Bd.  16,  1882,  8.  1952. 
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Ein  großer  Teil  des  Arsenobenzols  war  also  oxydiert  worden.  Da- 
her die  Brannf&rbnng  des  übrigen  durch  ausgeschiedenes  Silber.  Durch 
Erwärmen  mit  rerdfinnter  Salpetersäure  kam  das  weiße  Arsenobenzol 
wieder  zum  Vorschein. 

Einwirkung  von  Goldchlorid. 

6,4  g  Arsenobenzol  wurden  5  Stunden  lang  mit  7,25  g  technischem 
Goldchlorid  in  120  ccm  Wasser  geschüttelt.  Die  Krystalle  umkleideten 
sich  gleich  zu  Anfang  des  Versuches  mit  Metall.  Es  hinterblieben 
nach  dem  Filtrieren  und  Auswaschen  7,35  g  eines  grauschwarzen  Rück- 
standes. Beim  Zerreiben  zeigte  sich,  ebenso  wie  beim  vorigen  Ver- 
suche, daß,  wie  zu  erwarten,  die  Metallschicht  äußerlich  drauf  saß, 
während  im  Inneren  das  weiße  Arsenobenzol  zum  Vorschein  k^m. 
1,6456  g  Substanz  wurden  ausgewaschen  und  zur  Abspaltung  etwa 
durch  Addition  aufgenommenen  Goldchlorids  mit  20  ccm  normaler  Na- 
tronlauge 5  Minuten  lang  gekocht.  Es  wurde  filtriert  und  ausgewaschen. 
Bei  Zusatz  von  3  ccm  Vio-Silbernitratlösung  entstand  eine  schwache 
Trflbung.  Das  Rücktitrieren  mit  Rhodanammonium -ergab  einen  Ver- 
brauch von  0,2  ccm  Vio  AgNOs.  Beim  Glühen  des  auf  dem  Filter  ge- 
bliebenen Rückstandes  ergaben  sich  1,894  g  Gold. 
Gef.  Ol  0,04  Proz.,  Au  45,0  Proz. 

Auch  hier  also  rührte  die  Färbung  des  Arsenobenzols  wesentlich 
von  ausgeschiedenem  Metall  her.  Eine  Addition  von  Chlorgold  war, 
wenn  überhaupt,  nur  in  Spuren  erfolgt. 

Einwirkung  von  Kupferchlorid. 
3  g  Arsenobenzol  wurden  in  135  ccm  Wasser  suspendiert  und  mit 
3,4  g  Kupferchlorid  in  285  ccm  Wasser  5  Stunden  geschüttelt.  Es  trat 
keine  sichtbare  Veränderung  ein.  Das  Arsenobenzol  blieb  rein  weiß. 
Eine  Probe  wurde  abfiltriert,  gewaschen,  verascht,  mit  Königswasser 
aufgenommen  und  mit  Ferrocyankalium  geprüft.  Es  zeigte  sich  keine 
Kupferreaktion. 

7.  SJij  S'yö'-Tetrabrom-p^rsenobenzol  und  Sllbernltrat. 

Die  Darstellung  des  Tetrabromarsenophenols  geschah  in  Anlehnung 
an  das  D.R.P.  235430  der  Farbwerke  vorm.  Meister  Lucius  & 
Brflning^).  Arsanilsäure  wurde  nach  Bbrthbim*)  in  Phenolarsinsäure 
verwandelt.  57  g  der  letzteren  in  570  ccm  Wasser  wurden  vermischt 
mit  einer  auf  4^  abgekühlten  Lösung  von  Hjpobromit,  die  aus  120  ccm 
^Natronlauge,  480  ccm  Wasser  und  durch  tropfenweise  Zugabe  von 


1)  FBiBDLiNDBR,  Teerfarbeufabrikation,  Bd.  10,  8.  1244. 

2)  Ber.  d.  Deutsch.  Chem.  Ges.,  Bd.  41,  1908,  8.  1854 
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20  ccm  Brom  unter  Eiskfihlnng  hergestellt  war^).  Die  Patentschrift 
schreibt  12-stflndige8  Stehen  der  Mischung  vor.  Wir  erhielten  bessere 
Ausbeute  bei  Abkürzung  dieser  Zeit  auf  4  Stunden.  Es  wurde  unter 
Eiskfihlung  mit  260  ccm  Salzsäure  vom  spezifischen  Gewicht  1,12  versetzt, 
abgesaugt,  mit  Wasser  gewaschen,  auf  Ton  getrocknet  und  zur  Ent- 
fernung des  als  Nebenprodukt  entstandenen  Tribromphenols  mit  Aetha 
extrahiert  Die  Ausbeute  betrug  20,2  g.  Die  Reduktion  zum  Tetn- 
bromarsenophenol  fand  nach  der  Vorschrift  des  Patentes  mit  Hydro- 
sulfit statt.  Der  so  erhaltene  gelbe  Niederschlag  wurde  durch  Lösev 
und  Fällen  mit  Essigsäure  gereinigt 

Eine  Lösung  von  16,7  g  dieses  Tetrabromarsenophenols  in  325  ccm 
Pyridin  wurde  mit  1 1  Methylalkohol  verdflnnt  und  mit  664  ccm  einer 
methylalkoholischen  SilbernitratlOsung,  enthaltend  25,6  im  Liter,  ver- 
setzt Es  entspricht  das  3,6  Molekülen  Silbernitrat  auf  1  Molekfll 
Tetrabromarsenophenol,  wobei  2,8  g  eines  braunen  Niederschlages  er- 
halfen wurden.  Bei  einer  kleineren  Menge  Silbersalz  ist  die  Ausbeate 
minimal. 

0,4136  g  Substanz:  0,1031  g  CO,,  0,0301  g  H,0, 

0,5196  „        „        (nach  Cariüs)  :  0,1782  g  AgBr,  0,0762  g  As,Mg,OT. 

0,5071  „        „        12,6  ccm  Stickstoff  (744  mm,  19«). 
Gel  C  6,81,  H  0,81,  Br  14,59,  N  2,84,  As  7,08,  Ag  58,90  Proz. 

Eine  andere  mit  genau  4  Molekfllen  Silbernitrat  auf  1  Molekfll  des 
Phenols  dargestellte  Substanz  ergab:  As  11,72,  Ag  38,88,  N  2,26  Proz. 

Die  Zahlen  sind  ganz  regellos  und  zeigen,  daß  unter  denselben 
oder  fthnlichen  Bedingungen  sehr  verschiedene  Reaktionsgemische  er- 
halten werden,  die  durch  weitgehende  Oxydation  des  Phenols  zustande 
kommen.  Hierfflr  spricht  der  hohe  Silbergehalt  Das  metallische  Silber 
Iftfit  sich  als  Bückstand  gewinnen,  wenn  man  die  Substanz  wiederholt 
mit  yerdflnntem  Ammoniak  auslaugt 

Nach  Entfernen  der  braunen  Substanz  schied  sich  ans  der  alko- 
holischen Pyridinlösung  des  ersten  Präparats  auf  Zusatz  von  4  1  Wasser 
ein  weißer  krystallinischer  Niederschlag  aus.  Ausbeute  8,5.  Schmelz- 
punkt 157—158^  unter  Zersetzung.  Die  Analysen  stimmen  auf  ein 
Pyridin-Silbersalz  der  Dibromphenolarsinsäure 

AsOsH,.C5H5N 
OAg 


1)  Grabes,  Ber.  d.  Deutsch.  Ohem.  Ges.,  Bd.  35,  1912,  8.  2753. 
BuTHUM,  ebenda,  Bd.  43,  1910,  8.  529. 
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0,4171  g  SabBtanz:  0,3021  g  G0„  0,0658  g  H,0, 

0,3181  ,  „         0,2244  „  AgBr, 

0.3330  „  „         0,2310  „     „  „ 

0,4156  ,  ,         10,4  ccm  N  (17  o,  754  mm), 

0,2152  „  ,         5,8  ccm  N  (15«,  744  mm), 

0,2422  ,  ,         0,0837  g  AgCl,  0,0716  AsjOrMfe. 

34,610  mg      ,         1,1  ccm  N  (710  mm,  160), 
19,750  „        „         17,170  mg  CO,,  3,080  mg  H,0. 

CiiHjÄBNBr.OiAg  Ber.  C  24,17,  H  1,66,  N  2,57, 
Gef.    ,  23,72,  ,    1,74,  ,   3,60 

2,92 
3,13 

Ber.  Ag  19,77,  Aa  13,73,  Br  29,24 
Gef.    „    19,85,    „    14,27,    ,    30,02 

29,52. 
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Aus  der  Cbemischen  Abteilung  des  Georg  Spejer-Haases 
zu  Frankfurt  a.  M. 


im  Verlaufe  biologischer  nocb  im  Gange  befindlicber  Unter- 
suchungen, die  W.  KoLLB  über  das  Verhalten  kolloider  Substanzen 
im  Organismus  anstellte,  hatte  sich  die  Notwendigkeit  ergeben,  den 
chemisch-physikalischen  Zustand  w&sseriger  Lösungen  von  Salvarsan 
und  verwandten  Substanzen  klarzustellen  und  eine  Entscheidung  zu 
treffen,  ob  in  dieser  Reihe  Erystalloide  oder  Kolloide  vorliegen.  Dem 
Chemiker,'  der  auf  dem  Gebiete  der  Arsenoverbindungen  arbeitet,  fällt 
die  unerquickliche  Form,  in  der  diese  Verbindungen  sich  abscheiden 
oder  lösen,  die  gelatinöse  Beschaffenheit  der  Niederschläge,  die  dem 
Filtrieren  und  Auswaschen  große  Schwierigkeiten  bereiten,  oft  in  un- 
angenehmer Weise  auf.  Diese  Neigung  der  Arsenoverbindungen,  in 
kolloider  Form  aufzutreten,  ließ  es  auch  vom  chemischen  Standpunkt 
aus  wfinschenswert  erscheinen,  den  Lösungszustand  dieser  Verbindungen 
aufzuklären. 

Besonders  ?dchtig  erschien  die  Untersuchung  des  SilbersalvarsansOi 
das  in  Form  seines  Natriumsalzes  fQr  medizinische  Zwecke  zur  An- 
wendung gelängt,  und  dessen  Lösungsfarbe  mit  der  Farbe  kolloider 
Silberlösungen  vollständig  fibereinstimmt. 

Versetzt  man  Salvarsan-dichlorhydrat  mit  einem  Molekül  der  Lösung 
eines  Silbersalzes,  so  erhält  man  eine  orangefarbene  Lösung.  Bei 
Zusatz  von  Alkali  fällt  zunächst  die  freie  Silbersalvarsanverbindung  in 
dunkelgelben  Flocken  aus,  die  sich  im  UeberschuB  des  Alkalis  mit  in- 
tensiv dunkelbrauner  Farbe  lösen.  Nach  der  Auffassung  von 
Ehrlioh  und  Karrer 'j  stellt  das  Silbersalvarsan  eine  komplexe  Ver- 
bindung von  Salvarsan  und  Silbersalz  dar,  bei  der  die  Nebenvalenzen 
des  Silbers  durch  Neben valenzen  der  Arsen ogruppe  gebunden  sein 
sollen.    Nach  den  Ergebnissen  der  vorhergehenden  Abhandlung")  er- 

1)  P.  Ehrlich  und  P.  Karrbr,  Ber.  d.  Deutsch.  Ghem.  Ges.,  Bd.  48, 
1915,  8.  1634,  DJI.P.  270263. 

2)  i.  a 

3)  A.  BiKz,  H.  Bauer  und  A.  Hallstbin,  Zur  Kenntnis  des  Silber- 
salvarsannatriums  (2.  Mitteilang). 
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scheint  es  fraglich,  ob  die  Komplexbindang  an  der  Arsenogruppe  statt- 
findet, doch  ist  diese  Frage  für  die  vorliegende  Untersuchung  unerheblich. 

Das  in  Lösung  intensiv  dunkelbraune  Natriumsalz  des  Silb«^- 
varsans  muß  als  ein  Salvarsannatrium  aufgefaßt  werden,  das  Silber- 
hydroxyd oder  Silberoxyd  kompler  gebunden  enthSlt.  Die  ganz  inten- 
sive Farbvertiefung,  die  beim  Alkalisieren  des  Silbersalvarsans  auftritt, 
ist  so  auffallend,  daß  sie  mit  einer  Salzbildung  allein  nicht  ^Uirt 
werden  kann.  In  der  Tat  ist  mit  dem  Silbersalvarsan  beim  Alkaliscfa- 
machen  eine  Veränderung  vor  sich  gegangen,  die  sich  chemiseh  nach- 
weisen läßt,  ohne  daß  jedoch  ihre  Aufklärung  bis  jetzt  gelungen  wäre. 
Säuert  man  Silbersalvärsannatrium  mit  verdfinnter  Salzsäure  an,  so 
erhält  man  nicht  die  ursprüngliche  orangefarbene  Lösung,  sondern  ^ine 
tief  dunkelbraune  Lösung  vom  Farbton  des  Natriumsalzes,  die  nach 
mehrtägigem  Stehen  einen  braunen  Niederschlag  absetzt,  dessen  Unter- 
suchung noch  aussteht.  Eine  mit  verdünnter  Salzsäure  angesäuerte 
Silber-Salvarsandichlorhydratlösung,  die  niebt  alkalisiert  war,  behält 
ihren  orangen  Farbton  bei,  ohne  einen  Niederschlag  abzusetzen. 

Mit  Recht  konnte  der  Einwand  gemacht  werden,  daß. die  dunkle 
Farbe  des  Silbersalvarsannatriums  durch  kolloid  gelöstes  Silberoxyd, 
vielleicht  sogar  durch  kolloides  Silber  bedingt  sei,  das  durch  Reduktion 
auf  Kosten  der  Arsenogruppe  entstanden  sein  konnte.  Die  Frage,  ob 
Silber  oder  Silberoxyd  in  kolloider  Form  im  Silbersalvärsannatrium 
enthalten  sei,  suchte  ich  auf  kolloidchemischem  Wege  zu  entscheideD. 

Als  einfachste  Untersuchungsmethode  bot  sich  zunächst  das  klas- 
sische Verfahren  Grahams  0,  die  Dialyse.  Läßt  man  Salvarsan,  erstens 
als  Dichlorhydrat,  zweitens  als  Dinatriumsalz,  wie  es  in  der  für  Injek- 
tionszwecke benutzten  Lösung  enthalten  ist,  drittens  Silbersalvärsan- 
natrium durch  Diffusionshülsen  von  Sohleiohbr  und  ScHt^LL  gegen 
Wasser  diffundieren,  so  beobachtet  man,  daß  nach  12  Stunden  Dichlor- 
'  hydrat  fast  gar  nicht,  daß  Dinatriumsalz  in  geringer  Menge  diffundiert 
ist,  während  das  Silbersalvärsannatrium  schon  nach  1  Stunde  in  beträcht- 
licher Menge  diffundiert.  Verwendet  man  statt  der  Dialysierhfllsen  ans 
Pergamentpapier  Kollodiumsäckchen,  die  nach  Biltz  ^  hergestellt  wurden, 
so  verläuft  die  Dialyse  rascher,  die  Erscheinungen  sind  im  fibrigen  gleich. 

Bei  diesen  Versuchen  ist  es  notwendig,  die  Kohlensäure  der  Luft 
auszuschließen,  da  die  Natriumsalze  durch  Kohlensäure  zersetzt  und 
in  die  freien  Arsenoverbindungen  übergeführt  werden,  die  unlöslidi 
ausfallen.  Auch  bei  Beobachtung  dieser  Sicherheitsmaßnahme  tritt  bei 
den  Natriumsalzen  nach  einigen  Tagen  Fällung  ein,  die  durch  allmäh- 
lich eintretende  hydrolytische  Spaltung  der  Natriumsalze  hervorgerufen 
wird.     Die  hydrolytische  Abspaltung  des  Alkalis  läßt  sich  bei  den 

1)  Philos.  Transactions,  1861,  p.  188.  —  Libbiqs  Ann.  d.  Ghem, 
Bd.  121,  S.  1. 

2)  Zeitschr.  f.  physikal.  Cham.,  Bd.  68,  1910,  S.  865. 
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weiter  unten  beschriebenen  Diffusionsversuchen  in  Gelatine  schön  be- 
obachten. Die  Dialysiermethode  gibt  also  wegen  der  Empfindlichkeit 
der  Natriamarsenoverbindangen  und  der  langen  Dauer  der  Versuche 
(die  Dialyse  dauert  mehrere  Tage)  keine  zuverlässigen  Ergebnisse. 
Immerhin  läBt  sich  schon  aus  diesen  Versuchen  folgern,  daß  die  Ar- 
senoverbindungen  sich  nicht  wie  echte  Kolloide  verhalten,  wie  ein  Ver- 
gleich mit  kolloider  SilberlOsung  zeigt,  die  auch  nicht  spurenweise  dif- 
fundiert, daß  sie  aber  andererseits  bedeutend  langsamer  als  Erystalloide 
diffundieren.  Für  das  Silbersalvarsannatrium  speziell  ist  durch  den 
Dialysierversuch  nachgewiesen,  daß  die  dunkle  Farbe  nicht  durch 
kolloides  Silber  oder  Silberoxyd  hervorgerufen  sein 
kann. 

Mit  diesem  Ergebnis  stimmt  überein,  daß  die  Lösungen  von  Silber- 
salvarsannatrium kein  Tyndallphftnomen  zeigen.  Betrachtet  man  eine 
Lösung  von  Silbersalvarsannatrium  und  eine  kolloide  Silberlösung  von 
gleicher  Farbintensität  in  einem  Lichtkegel,  so  erscheint  die  Silber- 
salvarsannatriumlösung  optisch  leer,  die  Silberlösung  stark  trfibe.  Die 
Beobachtung  im  Ultramikroskop,  das  Herr  Prof.  Beohhold  in  liebens- 
würdiger Weise  zur  Verfügung  stellte,  bestätigt  diese  Erscheinung.  Im 
Gesichtsfeld  des  Ultramikroskops  erscheint  die  kolloide  Silbdrlösung 
von  äußerst  zahlreichen,  lebhaft  beweglichen,  in  den  verschiedensten 
Farben  schillernden  Teilchen  erfüllt,  während  die  Lösung  des  Silber- 
salvarsannatriums  nur  einzelne,  vollkommen  weiße  und  nur  träge  be- 
wegliche Teilchen  erkennen  läßt,  die  nur  von  Spuren  kolloiden  Silbers 
oder  wahrscheinlich  einer  kolloiden  Silberverbindung  herrühren  können. 

Wenn  die  Beobachtung  im  Ultramikroskop  nun  auch  ergibt,  daß 
das  Silbersalvarsannatrium  außer  den  eben  genannten  Spuren  kein  kol- 
loides Silber  oder  Silberoxyd  enthält,  so  darf  doch  daraus  nicht  ge- 
folgert werden,  daß  das  Silbersalvarsannatrium  überhaupt  nicht  kolloid 
sei.  Es  sind  viele  kolloide  Substanzen  bekannt,  die  im  Ultramikroskop 
keine  Teilchen  erkennen  lassen,  weil  entweder  diese  Teilchen  zu  klein 
sind,  oder  aber  infolge  der  Lichtbrechungsverhältnisse  dem  Auge  nicht 
sichtbar  werden.    Zu  Riesen.  Stoffen  gehören  z.  B.  die  Eiweißkörper. 

Hier  boten  sich  nun  zwei  weitere  Methoden,  die  von  Bechhold  ^) 
zuerst  eingeführten  Methoden  der  Ultrafiltration  und  der  Diffusion  in 
Gallerten^,  von  denen  jede  ihre  besonderen  Vorzüge  besitzt.  Die 
BBOHHOLDsche  Ultrafiltration  erlaubt  durch  Filtration  durch  ein  Kol- 
lodiumfilter unter  Druck  kolloide  Substanzen  von  ihrem  Dispersions- 
mittel in  kurzer  Zeit  zu  trennen.  Die  Nachteile  der  Dialysiermethode,  . 
die  durch  zu  lange  Versuchsdauer  und  auftretende  Hydrolyse  entstehen, 
sind  hier  vermieden.    Von  besonderer  Bedeutung  ist  es  aber,  daß  man 

1)  ZeitBohr.  f.  physikal.  Chemie,  Bd.  60,  1907,  S.  257. 
2}  H.  Bbohhold,   Die  Kolloide   in  Biologie    und    Medizin,   2.  Aufl., 
8.  114. 
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hier  durch  Verwendung  von  Filtern  von  beliebig  wählbarer  Porengri^le 
die  Teilchengröße  kolloider  Substanzen  annähernd  feststellen  kann. 

Der  Apparat  für  die  Ultrafiltration  wurde  von  Herrn  Pj-of.  Bbch- 
HOLD  freundlichst  überlassen.  Für  die  Ultrafiltration  wurde  ein  etwa 
6-proz.  Eisessig-KoUodiumfilter  verwendet.  Eine  Prüfung  mit  Hämo- 
globinlOsung  ergab,  daß  diese  vollständig  zurückgehalten  wurde,  ja 
sogar  gegen  Lackmustinktur  erwies  sich  ein  derartiges  Filter  als  un- 
durchlässig. Nach  der  von  Bechhold  aufgestellten  Tabelle  hfilt  also 
unser  Filter  auch  sehr  kleine  kolloide  Teilchen  zurück  und  die  Teilchen 
der  filtrierenden  Lösungen  sind  wahrscheinlich  kleiner  als  die  der 
Albumosen  vom  Molekulargewicht  2400.  Zum  Vergleich  sei  hier  aus 
der  BEOHHOLDschen  Tabelle  angeführt,  daß  kolloide  Goldlösung  Nr.  4 
(ZsiGMONDY)  eine  Teilchengröße  von  40  fifi,  kolloide  Goldlösung  Nr.  0 
eine  Teilchengröße  von  etwa  1 — 4  (4fi  aufweist.  Hämoglobin  (Molekular- 
gewicht ca.  16000)  hat  in  1-proz.  Lösung  etwa  die  gleiche  Teilchen- 
große  wie  Goldlösung  Nr.  0. 

Geprüft  wurden  folgende  Substanzen: 

Salvarsandichlorhydrat, 

Salvarsan  alkalisiert, 

Salvarsannatrium  (Höchst), 

Neosalvarsan, 

Sulfoxylat  (Präparat  1495), 

Silbersalvarsannatrium. 
Hierbei  zeigte  es  sich,  daß  die  Teilchengröße  derselben  Substanz 
derartig  variieren  kann,  daß  die  kleinen  Teilchen  das  Ultrafilter  pas- 
sieren, während  die  größeren  zurückgehalten  werden.  Dies  ist  z.  6. 
beim  Salvarsandichlorhydrat  der  Fall.  Bei  der  alkalischen  Salvarsan- 
lösung  schwankt  die  Teilchengröße  nach  der  Art  der  Darstellung.  Die 
Lösung  des  fabrikatorisch  hergestellten  Salvarsannatriums  enthält  keine 
kolloiden  Teilchen  und  passiert  das  Ultrafilter  ohne  Bückstand.  Stellt 
man  sich  dagegen  eine  alkalische  Salvarsanlösung  her,  wie  sie  in  der 
medizinischen  Praxis  verwendet  wird,  indem  man  Salvarsandichlorhydrat 
in  Wasser  löst,  und  die  zur  Bildung  des  Dinatriumsalzes  notwendige 
Menge  15*proz.  Natronlauge  auf  einmal'  zusetzt,  so  wird  ein  Teil  der 
Lösung  auf  dem  Ultrafilter  zurückgehalten..  Die  frisch  hergestellte 
alkalische  Salvarsanlösung  enthält  also  ein  Gemisch  von  großen  und 
kleinen  Teilchen.  Die  Frage  drängt  sich  auf,  ob  die  kolloiden  Teilchen 
der  Lösung  des  Dinatriumsalvarsans  bei  längerem  Stehen  verschwinden 
oder  siclu  vermehren.  Bewahrt  man  die  nichtkolloide  Lösung  des  fabri- 
katorisch hergestellten  Natriumsalvarsans  2  Tage  unter  LuftabschlnJ 
auf,  so  tritt  kein  Wachsen  der  Teilchen  ein,  denn  bei  der  UltrafiltratioD 
hinterbleibt  kein  Rückstand.  Anders  verhält  sich  dagegen  eine  alkali- 
sierte  Lösung  des  Salvarsandichlorhydrates,  wie  der  folgende  Versnch 
zeigt. 
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Eine  alkalisierte  SalvarsanlOsung  wurde  in  2  Teile  geteilt,  die  eine 
Hälfte  wurde  sofort  ultrafiltriert,  die  andere  erst  nach  zweitägiger  Auf- 
bewahrung unter  Luftabschluß.  Die  Stehlösung  hinterließ  einen  be- 
deutend geringeren  Rückstand.  Bei  längerem  Stehen  der  alkalisierten 
SalvarsanlOsungen  nehmen  die  kolloiden  Teilchen  also  allmählich  an 
Größe  ab,  ein  Vorgang,  der  koUoidchepiisch  als  Peptisation  bezeichnet 
wird.  Auch  diese  Versuche  zeigen,  daß  die  Arsenoverbindungen  eine 
Uebergangsstellung  zwischen  kolloiden  und  krjstalloiden  Substanzen 
einnehmen. 

Unterwirft  man  eine  Lösung  von  Silbersalvarsannatrium  der  Ultra- 
filtration, dann  erhält  man  ein  Filtrat  von  unverändert  tief  dunkel- 
brauner Farbe.  Dieser  Versuch  ist  ein  entscheidender  Beweis  dafflr, 
daß  die  dunkle  Farbe  des  Silbersalvarsannatriums  nicht  durch  kolloides 
Silber  oder  Silberoxyd  hervorgerufen  sein  kann,  sondern  einer  kom- 
plexen Bindung  des  Silbers  seine  Entstehung  verdankt.  Auch  auf  rein 
chemischem  Wege  läßt  sich  zeigen,  daß  das  Silberoxyd  im  Silbersal- 
varsannatrium in  komplexer  Bindung,  nicht  aber  als  mechanisch  bei- 
gemengtes Kolloid  enthalten  sein  muß. 

Kolloides,  nach  Paal^)  hergestelltes  Silberoxyd  bzw.  Hydroxyd 
reagiert  mit  Hydrazinhydrat  unter  Entwicklung  von  Stickstoff  und  Bil- 
dung von  kolloidem  Silber  und  wird  durch  Ammoniak  entfärbt.  Silber- 
salvarsannatrium bleibt  mit  beiden  Reagentien  unverändert.  Weiterhin 
ergibt  sich,  daß  kolloides  Silberhydroxyd  oder  Oxyd  neben  alkalischer 
SalvarsanlOsung  gar  nicht  existenzfähig  ist.  Versetzt  man  nämlich  eine 
alkalisierte  SalvarsanlOsung  mit  nach  Paal  gewonnenem  farblosen 
kolloiden  Silberhydroxyd,  so  tritt  sofort  die  charakteristische  tief  dunkel- 
braune Färbung  des  Silbersalvarsannatriums  auf,  während  die  Reak- 
tionen mit  Ammoniak  und  Hydrazin  ausbleiben.  Das  Silberoxyd  wird 
also  chemisch  komplex  gebunden. 

Während  die  Diffusionsversuche  —  wie  weiter  unten  gezeigt  wird 
—  einen  Unterschied  zwischen  der  Diffusionsgeschwindigkeit  und  mit- 
hin der  Teilchengröße  des  Salvarsandichlorhydrates  und  des  Salvarsan- 
dinatriumsalzes  kaum  erkennen  lassen,  ergibt  die  Ultrafiltration  ein 
abweichendes  Resultat.  Der  größte  Teil  des  gelösten  Salvarsandichlor- 
hydrates wird  durch  das  Ultrafilter  zurückgehalten.  Es  zeigte  sich,  daß 
der  Diffusionsversuch  nur  über  die  Diffusionsgeschwindigkeit  der  klein- 
sten Teilchen,  die  überhaupt  in  der  Lösung  vorhanden  sind,  Aufschluß 
gab,  nicht  aber  über  die  größeren  kolloiden  Teilchen.  Die  Ultrafil- 
tration bringt  uns  hier  einen  überraschenden  Unterschied  zwischen 
saurer  und  alkalischer  SalvarsanlOsung  zur  Kenntnis.  Man  wird  an 
die  koagulierende  Wirkung  erinnert,  die  Säuren  auf  kolloide  Sub- 
stanzen ausüben. 


1)  Ber.  d.  Deutsch.  Ohem.  Ges.,  Bd.  35,  1902,  8.  2206. 

Arb.  a.  d.  Inst.  f.  exp.  Ther.  u.  d.  Georg  Speyer-Hause  zu  Frankfurt  a.  H.  VHI. 
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Neosalvarsan ,  das  nicht  dissoziierte  Natriamsalz  der  Salvarsan- 
Formaldc^yd-Sülfoxylsäure,  hinterläßt  bei  der  Ultrafiltration  känen 
Rückstand.  Eb  ist  jedoch,  wie  der  Diffnsionsversach  zeigt,  auch  nidit 
krystalloid,  obwohl  es  keine  kolloiden  Teilchen  enthält,  sondern  nimmt, 
wie  die  bisher  nntersnchten  Arsenoverbindnngen,  eine  Mittelstellung  m. 

Das  Snlfoxylat  (Präparat  ^495)  steht  dagegen  den  Kolloiden  be- 
deutend näher.  Der  Diffnsionsversuch  ergibt,  daß  es  von  den  unter- 
suchten Arsenoverbindungen  die  am  langsamsten  diffundierende  Sub- 
stanz ist.  Bei  der  Ultrafiltration  hinterbleibt  ein  beträchtlicher  RQckstand, 
der  darauf  deutet,  daß  das  Snlfoxylat  sich  größtenteils  als  Kolloid  in 
LOsung  befindet. 

Die  Ergebnisse  der  Ultrafiltration  bestätigen  also,  daß  wir  uns  bei 
den  Arsenoverbindungen  auf  dem  Grenzgebiete  zwischen  Krystalloiden 
und  kolloiden  Substanzen  bewegen. 

Die  Diffusion  in  Gallerten  bietet  den  Vorteil,  daß  man  bei  den  in 
unserem  Falle  zu  untersuchenden  Substanzen  die  Diffusionsgeschwindig- 
keit und  das  verschiedene  Verhalten  der  Substanzen  dem  Auge  siditbar 
machen  kann,  teils  schon  durch  die  Eigenfarbe  der  Lösung,  besonders 
aber  durch  Farbreaktionen. 

Die  Diffusionftversuche  wurden  nach  Bechhold^)  in  folgend» 
Weise  ausgeführt:  Reagenzgläser  von  etwa  23  cm  Länge  und  18  mm 
Weite  wurden  ungefähr  10  cm  hoch  mit  3-proz.  wässeriger  Gelatine- 
lösung gefüllt  Die  abgewogene  Gelatine  war  2  Tage  in  einem  Moll- 
beutel  gewässert  und  mit  Sodalösung  neutralisiert  Die  im  Reagenzrohr 
erstarrte  Gelatinelösung  wurde  mit  der  zu  prüfenden  Flüssigkeit  über- 
schichtet,  und  das  bis  zum  Rande  gefüllte  Reagenzglas  luftfrei  mit 
einem  Kork  verschlossen,  der  mit  Paraffin  überzogen  wurde.  Die  Röhre 
wurde  14  Tage  im  Eisschrank  aufbewahrt  und  dann  untersucht  Bei 
gefärbten  Lösungen  wurde  durch  Anlegen  eines  Maßstabes  an  den  Me- 
niscus der  Gelatinelösung  gemessen,  wie  tief  sie  eingedrungen  waren. 
Hierbei  läßt  sich  nur  mäßige  Genauigkeit  erzielen,  da  das  Ende  der 
gefärbten  Zone  stets  verwaschen  ist  Bei  ungefärbten  Lösungen  mn£ 
durch  Ueberführung  in  eine  gefärbte  Verbindung  die  Diffusionstiefe 
festgelegt  werden.  Die  Farbreaktionen  kann  man  in  der  Weise  aus- 
führen, daß  man  die  Gelatine  in  Scheibchen  gleicher  Dicke  zerschneidet 
und  durch  Betupfen  mit  einer  passenden  Reagenzlöäung  feststellt  wie 
weit  die  Gelatine  von  der  zu  prüfenden  Substanz  durchdrungen  ist 
Das  folgende  Verfahren  erlaubt  eine  anschaulichere  Darstellung.  Die 
Substanzlösungen  wurden  von  ier  Gelatine  abgegossen,  das  Reagenz- 
rohr mehrmals  mit  destilliertem  Wasser  ausgespült  und  durch  knnes 
Eintauchen  in  heißes  Wasser  die  Gelatine  so  weit  gelockert«  daS  sie 
beim   Kippen   des  Reagenzglases  herausrutschte.     Die  Gelatinemasse 


1)  H.  Bbchhold  1.  c. 
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wurde  anf  Filtrierpapier  aufgefangen,  abgetupft  und  mit  einem  Streifen 
Filtrierpapier  bedeckt,  der  mit  einer  ReagenzIOsung  getränkt  war,  die 
mit  den  zu  untersuchenden  Verbindungen  eine  intensive  Färbung 
gab.  Als  solche  wurden  z.  B.  Dimethylamino-benzaldehyd  oder  am- 
moniakalische  SilberlOsung  verwendet.  Nach  Vs — ^  Minute  hatte  sich 
ein  deutlicher  Abdruck  gebildet,  der  photographiert  wurde.  Auf  diese 
Weise  sind  die  beigefOgten  Abbildungen  entstanden.  Zum  Vergleich 
wurde  als  kolloide  Substanz  kolloides  Silber  (CoUargol),  als  krystalloide 
Substanzen  Silbernitrat  und  arsanilsaures  Natrium  (Atoxyl)  gewählt. 
Die  Substanzen  wurden  in  2-proz.  Lösung  verwendet,  die  Versuchs- 
dauer betrug  14  Tage.  Nach  dieser  Zeit  war  CoUargol  überhaupt  nicht 
diffundiert,  die  Krystalloide  hatten  den  Boden  des  Reagenzglases  er- 
reicht, die  Arsenoverbindungen  hielten  die  Mitte.  Man  kann  diese 
Substanzen  nach  dem  Bilde,  das  die  Diffusionsversuche  geben,  als 
halbkolloid  (semikolloid)  bezeichnen.  Man  muß  sich  unter  diesem 
Ausdruck  vorstellen,  daß  die  Teilchengröße  dieser  Substanzen  in  jenem 
Grenzgebiete  liegt,  in  dem  der  Uebergang  von  Kolloiden  zu  krystal- 
loiden  Substanzen  stattfindet. 

Nach  den  theoretischen  Untersuchungen  von  W.  Sütherland  ^), 
A.  Einstein  ')  und  M.  v.  Smoluchowski  ^)  ist  der  Diffusionskoeffizient 
dem  Teilchenradius  umgekehrt  proportional.  Will  man  die  Resultate 
der  Diffusionsversuche  vergleichen,  so  muß  man  voraussetzen,  daß  alle 
Teilchen  ein  und  derselben  Substanz  gleiche  Größe  besitzen.  Trifft 
diese  Annahme  nicht  zu  (nach  den  Ergebnissen  der  Ultrafiltration 
können  verschiedene  Teilchengrößen  bei  derselben  Substanz  gleichzeitig 
vorhanden  sein),  so  geben  unsere  Dialysierversuche  nur  ein  Bild  von 
dem  Verhalten  der  am  raschesten  diffundierenden,  also  kleinsten  vor- 
handenen Teilchen.  Gruppiert  man  also  die  Arsenoverbindungen  und 
im  Vergleich  dazu  CoUargol  und  Silbernitrat  in  der  Reihenfolge  ihrer 
Diffusionsgeschwindigkeit,  so  erhält  man  folgende  Reihe,  die  mit  den 
langsamer  diffundierenden  beginnt: 

1)  CoUargol, 

2)  Sulfoxylat  (Präparat  1495), 

3)  SUbersalvarsannatrium, 

4)  Neosalvarsan, 

5)  Salvarsan-dichlorhydrat, 

6)  Salvarsan  alkalisiert, 

7)  Salvarsannatrium  (Höchst), 

8)  Atoxyl, 

9)  Silbernitrat. 

1)  Philos.  Magaz.  Vol.  (6)  9,  1906,  p.  781. 

2)  Ann.  Physik,  Bd.  17,  1906,  8.  649.  —  Zeitschr.  f.  Elektrochemie, 
Bd.  14,  1908,  8.  236. 

3)  Ann.  Physik,  Bd.  17,  1906,  8.  766. 
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Etwa  auftretende  Hydrolyse  läßt  sich  schOn  beobachten,  indem  man 
der  Gelatine  Lackmustinktur  zusetzt.  Es  ist  dann  deutlich  an  dem  ein- 
tretenden Farbenamschlag  zu  erkennen,  ob  eine  Substanz  durch  Wasser 
unter  Abspaltung  von  Säure  oder  Alkali  zerlegt  wird.  Die  Säure  oder 
das  Alkali  eilt  hierbei  der  Substanz  infolge  größerer  Diffnsionsge- 
schwindigkeit  voraus.  Die  Hydrolyse  der  Natriumsalze  läßt  sich  etwas 
zurückdrängen,  wenn  man  der  Gelatine  SodalOsung  zusetzt.  Die  auf 
den  Abbildungen  mit  dem  Index  b  versehenen  Ziffern  bezeichnen  Sub- 
stanzen, die  in  eine  Gelatine  mit  0,03  Proz.  Soda,  die  mit  dem  Index  c 
versehenen  solche,  die  in  eine  Gelatine  mit  0,5  Proz.  Soda  diffundiert 
sind.  Aus  den  Figuren  ergibt  sich  deutlich,  daß  die  am  stärksten  al- 
kalische Gelatine  das  Silbersalvarsannatrium  (Fig.  3  c)  und  Salvarsan- 
natrium  (Fig.  6  c  und  7  c)  am  weitesten  diffundieren  läßt,  während  die 
schwach  alkalische  Gelatine  (Fig.  3  b,  6  b  und  7  b)  die  Mitte  hält 

Die  Diffusionsversuche  in  Gelatine  geben  uns  in  anschaulicher 
Weise  ein  Bild  davon,  wie  wir  uns  das  Verhalten  der  untersuchten 
Substanzen  im  Organismus  vorstellen  können.  Wir  mfissen  annehmen, 
daß  im  Organismus  die  Natriumsalze  des  Salvarsans  hydrolysiert  wer- 
den und  dadurch  in  die  freien  Verbindungen  übergehen,  die  sich  durch 
die  Anwesenheit  von  EiweißkOrpern,  die  als  Schutzkolloide  wirken,  zu- 
nächst in  kolloider  Form  abscheiden. 

Die  vorliegende  Untersuchung  ffihrt  also  zu  dem  Ergebnis,  daß 
Salvarsan  und  die  verwandten  Verbindungen  als  halbkolloid  zu  be- 
trachten sind  und  eine  TeilchengrOße  aufweisen,  die  im  Grenzgebiet 
zwischen  kolloiden  und  krystalloiden  Substanzen  liegt.  Für  das  Silber- 
salvarsannatrium insbesondere  ist  nachgewiesen,  daß  es  als  ein 
chemisch  einheitlicher  KOrper  aufzufassen  ist,  der  das  Silber  in 
komplexer  Bindung  und  nicht  als  mechanisch  beigemengtes  Kolloid 
enthält.  Die  Diffusionsversuche  machen  es  wahrscheinlich,  daß  diese 
halbkolloiden  Arsenoverbindungen  im  Organismus  als  echte  Kol- 
loide auftreten  kOnnen. 


Versuche 

über  färberische  Differenzierung 

von  Bakterien 


Von 
N.  Bezssonof 


Aus  dem  Georg  Speyer-Haus  zu  Frankfurt  a.  M. 
(Direktor : 'Geh.  Mediziualrat  Prof.  Dr.  W.  Kolle). 


Auf 


Grund  verschiedener  Beobachtungen,  die  auf  das  Zustande- 
kommen kolorierter  chemischer  Verbindungen  zwischen  Teerfarbstoffen 
und  EiweißkOrpern  hindeuteten  ^),  wurde  von  Brailsford  Robertson^ 
die  Vermutung  geäußert,  daß  es  sich  auch  bei  den  histologischen  Fär- 
bungen um  eine  Reaktion  echter  chemischer  Affinitäten  zwischen  dem 
schon  fixierten  Eiweiß  der  Gewebe  einerseits  und  Farbstoffen  anderer- 
seits handle. 

In  der  letzten  Zeit  hat  Hollande  ^)  Aber  Verbindungen  von  sauren 
Farbstoffen  mit  albuminoiden  Substanzen  in  Form  von  kolorierten  Acido- 
albuminen  berichtet.  Derartige  Acidoalbuminoide  waren  durch  Erhitzen 
auf  100  ^  ja  selbst  auf  120  ^^  (20  Minuten  im  Autoklaven)  nicht  zur 
Koagulation  zu  bringen.  Wenn  man  eine  lösliche  Albuminsubstanz  in 
einem  bestimmten  Verhältnis  mit  sauren  Farbstoffen  mischt  und  erhitzt, 
erhält  man,  wie  Hollande  mitteilt,  ein  durchsichtiges  Gel,  das  bis 
auf  120^  -erhitzt  werden  kann,  ohne  daß  es  eine  Veränderung  erleidet. 
Zum  Schluß  bemerkt  auch  Hollanpe,  daß  die  histologischen  Färbungen 
(Eosinophilie,  Acidophilie)  als  physikalisch-chemische  Reaktionen  und 
nicht  nur  als  reine  physikalische  Phänomene  aufzufassen  sind. 

Andererseits  ist  es  eine  bekannte  Tatsache,  daß  gute  spezifische 
Plasmafärbungen  sich  nur  in  wenigen  Ausnahmefällen  erzielen  lassen. 
Im  allgemeinen  geben  die  das  Plasma  diffus  färbenden  sauren  Farbstoffe 
nicht  allein  bei  der  Vitalfärbung,  sondern  auch  bei  der  Färbung  von 
fixiertem  Material  nur  eine  schwache,  ganz  uncharakteristische  Tingierung. 
Die  Ursachen  dieser  schwachen  Wirkung  der  sauren  Farbstoffe  sind  der 


1)  RosBNBLOOM  aud  GiBs,  Proo.  Amer.  See.  Biol.  Chemistry,  Vol.  48, 
1907,  p.  1;  Brailsford  Robertson,  Joum.  of  Biol.  Chem.,  Vol.  2,  1907, 
p.  307;  Vol.  4,  1908,  p.  13. 

2)  Brailsford  Robertson,  Univ.  of  California  PnblicationB  in  Physiol., 
Oct.  1909. 

8)  A.  Hollands,  Comptes  rend.  de  l'acad.  d.  Bciences,  Juni  1916. 
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Gegenstand  vieler  eingehender  Untersnehnngen  gewesen^).  Die  Photo- 
graphen sind  bei  der  Färbung  der  Gelatinehäutchen  der  photographischen 
Platten  auf  ähnliche  Schwierigkeiten  gestoßen ;  nach  Baütreb  >)  war  die 
zu  erzielende  Färbung  stets  zu  blaS.  Wenn  man  aber,  wie  Bautrsb 
angibt,  nicht  einen  einzigen  Farbstoff,  sondern  deren  zwd  oder  gar 
drei  nacheinander  anwendet,  färbt  sich  das  Gelatinehäutchen  sehr  gut 
obwohl  jeder  bei  einer  derartigen  Serienfärbung  verwendete  Farbstoff 
an  sich  nur  eine  blasse  TOnung  gibt  Vor  der  Färbung  hat  Baütrrb 
die  Gelatine  durch  eine  1-proz.  Kaliumbichromatlösung  sensibilisiert 

Die  Anwendung  von  Hitze  bei  Färbungen  ist,  besonders  in  der 
bakteriologischen  Technik,  schon  lange  flblich ;  dasselbe  gilt  von  der 
serienweisen  Anwendung  der  Farbstoffe.  Jedoch  lag  es  in  Anbetracht 
der  Ergebnisse  von  Hollande  und  Bautree  nahe,  bei  der  Bakterien- 
färbung  systematisch  erstens  die  Einwirkung  der  Erhitzung  sowohl  bei 
der  Färbung  als  auch  beim  Abspülen  (als  Differenzierungsmittel)  zo 
beobachten,  weiterhin  aber  den  Versuch  zu  machen,  durch  serienweise 
Anwendung  von  2—3  Farbstoffen  in  bestimmter  Reihenfolge  zu  dnem 
auf  der  Affinität  der  artspezifischen  EiweißkOrper  zu  den  FarbstoffisD 
beruhenden,  artdiagnostischen  Verfahren  zu  gelangen.  Insbesondere 
war  zu  untersuchen,  ob  nicht  bei  sehr  nahestehenden  BakterienarteD 
Unterschiede  in  ihrem  Verhalten  gegenüber  derselben  FarbstoffiBerie 
festzustellen  sind. 

Meine  in  dieser  Richtung  angestellten  Versuche,  über  die  ich  im 
folgenden  berichten  will,  stellen  noch  keineswegs  ein  abgeschlossenes 
Ganzes  dar.  Ich  halte  mich  aber  nach  den  von  mir  bei  einigen  Bakterien- 
arten erhaltenen  Ergebnissen  zu  der  Annahme  berechtigt,  dafi  der  von 
mir  eingeschlagene  Weg  zu  dem  erstrebenswerten  Ziele  führen  wird 
und  glaube  deshalb  die  angewandte  Methodik  und  die  Resultate  mein^ 
Untersuchungen,  die  aus  äußeren  Gründen  abgebrochen  werden  müssen, 
kurz  mitteilen  zu  sollen. 

^  Von  den  verschiedenen  von  mir  benützten  Beizen  haben  sich  eise 
1-proz.  wässerige  Kaliumbichromatlösung,  die  ich  als  Beize  I  beseiclme, 
und  eine  aus  1,0  g  Kaliumbichromat  und  0,4  g  Brech Weinstein  auf  100  em 
destillierten  Wassers  zusammengesetzte  Beize  IV  besonders  bewährt;  die 
Beize  II  enthielt  1,0  g  Kaliumbichromat  und  0,76  g  Brechweinstein  «nf 
100  com  destillierten  Wassers.  Bei  der  Herstellung  der  Beizen  U  and  IV 
sind  Kaliumbichromat  und  Brech  Weinstein  getrennt  in  kaltem  Wasser  zo 
lösen;  die  beiden  Komponenten  dürfen  erst  nach  vollständiger  Anfldsung 
miteinander  vermischt  werden.  Beize  III  enthielt  1,0  g  KaliumbichromAt, 
1,6  ccm  20-proz.  Milchsäure  und  6  ocm  10-proz.  Schwefelsäure  auf  200ec8i 
destilliertes  Wasser.     Zwecks  Erzielung  deutlicher  unterschiede  ist  eine 


1)  HöBBB,  Physikalische  Chemie  der  Zelle  und  der  (iewebe,  Ltipof 
1914^  8.  480. 

2)  A.  £.  Bautbkb,  British  Joum.  of  Fhotogr.,  1916/16. 
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Borgfiütige  finifernang  der  Beize  durch  gründliches  Abspülen  der  Pr&parate 
unbedingtes  Erfordernis. 

Die  Pr&parate  wurden  von  Agarkulturen  verschiedener  Bakterienarten 
hergestellt;  für  vergleichende  Untersuchungen  wurden  selbstverständlich 
stets  gleiohalte  Kulturen  benutzt 

Wie  sich  im  Laufe  der  Untersuchungen  ergeben  hat,  waren  Farbstoff- 
verdünnungen, die  eine  Molekularkonzentration  von  ungefihr  1/850 — 1/450 
normal  ^}  aufweisen,  für  meine  Zwecke  am  geeignetsten.  Bei  der  Anwendung 
sehr  starker  Farbstoff  Verdünnungen  (10~^  normal)  trat  infolge  der  dadurch 
notwendigen  stundenlangen  Erhitzung  im  Dampftopf  bei  100  ®  eine  völlige  . 
Adsorption  des  Farbstoffes  (Wasserblau,  Methylviolett,  Bosö  bengale),  der 
sich  gleichmäßig  auf  den  ganzen  Objektträger  verteilte,  während  die  Lösung 
vollständig  farblos  wurde,  eih. 

Für  die  Versuche  benützte  ich  folgende  Farbstoffverdüqnungen : 
1.  Wasserblau  0,17  Proz.,  2..  Methyl  violett  0,12  Proz.,  3.  Chiysoidin 
0,07  Proz.,  4.  Böse  bengale  0,32  Proz.,  5.  Aurantia  0,07  Proz.,  6.  Naphthol- 
grün  0,16  Proz.,  7.  Malachitgrün  0,09  Proz.,  8.  Brillantgrün  0,1  Proz., 
9.  Säurebraun  0,1  Proz.,  10.  Brillantgelb  0,09  Proz.,  11.  Akridinorange 
0,07  Proz.,  12.  Bismarckbraun  0,07  Proz.,  13.  Eosin  A.  Ct  0,15  Proz., 
14.  Lichtgrün  0,2  Proz.,  15.  Säurefuchsin  0,15  Proz.,  16.  Orange  G  0,1  Proz. 
Mit  Ausnahme  des  von  Kahlbaum  bezogenen  Methylvioletts  stammten  sämt- 
liche hier  aufgeführten  Farbstoffe  von  der  Firma  Grübler  in  Leipzig. 

Die  Bakterienpräparate  wurden  in  der  gewöhnlichen  Weise  durch  Aus- 
streichen auf  Objektträgem  und  Fixieren  in  der  Flamme  hergestellt.  Da- 
nach wurden  sie  in  einem  Glatgefäß  der  Einwirkung  der  Beize  unter- 
worfen; das  Abspülen  mit  destilliertem  und  Leitungswasser  wurde  in 
demselben  Gefäß  vorgenommen.  Die  derart  gebeizten  Präparate  wurden 
hierauf  in  die  mit  den  Farbstofflösungen  gefüllten  Glasgefäße  übertragen. 

Die  Erwärmung  der  Präparate  auf  37  ^  wurde  im  Brutschrank  vorge- 
nommen; zwecks  Erhitzung  auf  höhere  Wärmegrade  wurden  die  Objekt- 
träger in  dem  Gefäß,  je  nach  der  gewünschten  Temperatur,  in  ein  Wasserbad 
(37— 100<>),  in  den  Dampftopf  (lOO«)  oder  in  den  Autoklaven  (1200)  gebracht 

Um  das  von  mir  gewählte  Färbungsverfahren  und  die  damit  er- 
haltenen Ergebnisse  näher  zu  demonstrieren,  seien  einige  meiner  zahl- 
reichen Versuchsprotokolle  hier  wiedergegeben.  Meine' ersten  Versuche 
(1 — 3)  verfolgten  lediglich  den  Zweck,  festzustellen,  ob  im  färberischen 
Verhalten  verschiedener,  gleichzeitig  in  denselben  Lösungen  behandelter 
Bakterien  überhaupt  ein  deutlicher  Unterschied  wahrzunehmen  war.  Ich 
hatte  deshalb  von  den  verschiedenen  Bakterienarten  Ausstriche  auf  ver- 
schiedenen Objektträgern  angefertigt.  Bei  den  späteren  Untersuchungen 
(4  und  5:  Bact  coli  und  Paratyphus  B)  wurden  jedoch  die  zu  vergleichen- 
den Bakterienarten  auf  ein  und  demselben  Objektträger  ausgestrichen. 

Versuch  1.    Heubaoillen,  Bact.  coli,  Paratyphus  B. 
A.  Beize  II   Y,  Stunde  bei   60®,   dann   in  Wasser  (zuerst  Leitungs- 
wasser, dann  destilliertes  Wasser),  12  Stunden  bei  87®;  dann  Wasserblau 

1)  Da  die  Farbstoffe  nicht  auf  chemische  Reinheit  geprüft  waren  und 
da  außerdem  verschiedene  Farbstoffe  unbestimmbare  Gemische  von  Körpern, 
die  ein  verschiedenes  Molekulargewicht  besitzen,  darstellen,  konnten  die 
molekularen  Konzentrationen  nur  annähernd  berechnet  werden. 
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3  Standen  bei  80^;  Einbringen  in  destilliertes  Wasser  and  Leitungswasser, 
12  Standen  bei  37  0;  Chrysoidin  V,  Stunde  bei  90<>,  da«n  Wasser  (destil- 
liertes) Ys  Stunde  18  ^  Mikroskopischer  Befund :  Heubacillen  dunkelbraiin 
bis  braunschwarz  (Form  gut  erhalten),  Baot.  coli  hellgelb-orange  (Kon- 
turen), Paratyphus  B  blaß,  zum  Teil  hellgelb-grün.  Nochmaliges  Färben 
mit  Chrysoidin  -f-  Zubeize  ^),  dann  destilliertes  Wasser  (dreimal  gewechselt) 
bei  80^.  Mikroskopischer  Befund:  Heubacillen  dunkelbraun,  Coli  gelb- 
orange, Paratyphus  B  blaß,  zum  Teil  deutlich  grün. 

B.  wie  Versuch  A.  nur  Methylviolett  statt  Wasserblau  und  AuranÜJi 
-\-  Zubeize  ^)  statt  Chrysoidin ;  keine  Nachf&rbung.  Mikroskopischer  Be- 
fund; Heubacillen,  Coli,  Paratyphus  B  gelb. 

Versuch  2.     Heubacillen,  Bact.  coli,  Paratyphus  B. 

Beize  IV  14  Stunden  bei  37  ^,  Wasser  (dreimal  Leitungswasser,  dann 
destilliertes  Wasser)  12  Stunden  bei  Zimmertemperatur;  Wasserblau  27i 
Stunde  bei  100  ^,  10  Stunden  in  der  Kälte ;  Abspülen  mit  Leitungswasser 
und  destilliertem  Wasser.  Chrysoidin  ly.  Stunde  bei  100®  und  destil- 
liertes Wasser  bei  60®.  Mikroskopischer  Befund:  Heubacillen  scharf,  grün; 
Coli  farblos,  bräunlich  gefärbte  Gruppen;  Paratyphus  B  farblos,  bla|grfin 
gefärbte  Gruppen. 

Versuch  3.  Heubacillen,  Coli,  Paratyphus  B,  Schweinepest,  Ear- 
toffelbacillus,  Bac.  dysenteriae  Shiga-Kruse,  Vibrio  cholerae. 

Beize  II  Y,  Stunde  bei  80®,  dann  14  Stunden  37®.  Dreimaliges  Ab- 
spülen mit  Leitungswasser  und  dreimal  mit  destilliertem  Wasser.  Säure- 
braun 2  Stunden  bei  90®;  Leitungswasser  60®,  dann  destilliertes  Wasser 
(dreimal  gewechselt)  in  der  Kälte.  Wasserblau,  12  Stunden  37®,  Vs  Stunde 
80 — 96®;  Leitungswasser  bei  60®.  Mikroskopischer  Befund:  Heubacillen 
deutlich  blau  (grüne  Körnchen);  Coli  farblos,  braangelb  gefärbte  Gruppen: 
Paratyphus  B  farblos,  einzelne  blaugefärbte  Gruppen;  Schweinepest  farbloa; 
Kartoff elbacillns  blaugrün,  sehr  scharf;  Dysenterie  farblos,  schmutzigoliTe 
Gruppen;  Cholera  farblos,^  zum  Teil  blaBgrün.  Nachfärbung  mit  Boee 
bengale  28  Standen  bei  37®,  V4  Stunde  bei  100®,  dann  Abwaschen  mit 
kaltem  destilliertem  Wasser,  dann  in  destilliertem  Wasser  1  Stunde  100 ^ 
Mikroskopischer  Befund:  Coli  farblos  bis  hellorange;  Para- 
typhusB  deutlich  gelbbraun  bis  blaß  gelbbraun;  Schweine- 
pest farblos,  schwach  rosa  gefärbte  Gruppen;  Heubacillns 
und  Kartoffelbaoillus  deutlich  braun;  Dysenterie  orange, 
gelbgefärbte  Gruppen;  Cholera  rosa  bis  rot. 

Diese  Versuche  der  ersten  Reihe,  von  denen  ich  hier  nur  einige 
Protokolle  kurz  mitgeteilt  habe,  scheinen  zunächst  die  Annahme  zu 
bestätigen,  daß  verschiedene  Bakterienarten  im  allgemeinen  sich  bei 
der  Färbung  unter  Erhitzen  vollständig  verschieden  verhalten.  Des 
weiteren  aber  zeigen  diese  Untersuchungen,  daß  sich  vielleicht 
selbst  sehr  nahestehende,  morphologisch  nicht  zu  unter- 
scheidende Arten,  wie  z.  B.  Coli  und  Paratyphus  B,  durch 


1)  Zubeize:  Tannin  2,0  g,  essigsaures  Calcium  2,5  g,  destilliertai 
Wasser  ad  160,0;  5  com  Zubeize  auf  100  ocm  Farbstofflösnng.  In  diesem 
Falle  gab  der  Zusatz  der  Zubeize  Niederschläge. 

2)  10  ccm  Zubeize  auf  100  ocm  Farbstofflösung. 


.Jb-^ 
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ein  verschiedenes  Verhalten  gegenüber  gewissen  Farb- 
stoffen differenzieren  lassen  (vgl.  aach  Versuch  4  und  5). 

Versuch  4.     Bact.  coli,  Paratyphus  B. 

Beize  IV  20  Stunden  bei  37^;  Abspülen  unter  Leitungswasser,  dann 
destilliertes  Wasser  (dreimal  gewechselt);  Wasserblau  2  Stunden  100^;- 
Leitungswasser,  destilliertes  Wasser  dreimal  gewechselt.  Dann  Ohrysoidin 
1^2  Stunde  100®;  destilliertes  Wasser,  Leitungswasser;  Eose  bengale 
Vi  Stunde  65®,  14  Stunden  37®;  destilliertes  Wasser  (kalt).  Mikroskopischer 
Befund:  Bact  coli  rot,  Paratyphus  B  blau. 

Versuch  5.     Coli,  Paratyphus  B. 

Xylol  5  Minuten;  Beize  III  45  Minutegi  (in  der  Kälte);  Leitungs- 
wasser (dreimal  gewechselt)  und  destilliertes  Wasser.  Wasserblau  2  Stunden 
bei;lOO^;  destilliertes  Wasser,  Leitungswasser;  Ohrysoidin  1  Stunde  100®; 
destilliertes  Wasser  bei  60®;  Methylviolett  1^4  Stunde  bei  60®;  defi^til- 
liertes  Wasser,  Leitungswasser  bei  60®.  Mikroskopischer  Befund:  Coli 
gelbj  Paratyphus  B  blau. 

Immerhin  hat  jedoch  das  Verfahren  gewisse  Nachtieile.  In  den 
meisten  Fällen  hat  nämlich  die  Form  der  Bakterien  infolge  der  langen 
Hitzeeinwirkung  erheblich  gelitten,  so  daß  nur  noch  gefärbte,  krümelige, 
amorphe  Massen  zu  sehen  waren;  in  einigen  wenigen  Fällen  waren 
allerdings  die  Bakterien  als  solche  so  gut  wie  gar  nicht  geschädigt.  Ich 
versuchte,  durch  Abkürzung  des  Verfahrens  diese  Schädigung  der  Bak- 
terien zu  vermeiden  und  mit  Hilfe  einer  der  üblichen  Nachfärbungen 
den  durch  mein  Verfahren  erzielten  Farbenunterschied  zwischen  zwei 
verschiedenen  Bakterienarten  deutlicher  hervortreten  zu  lassen  (Ver- 
such 6).  Die  Farbenunterschiede  waren  hier  zwar  nicht  so  deutlich 
ausgeprägt  wie  bei  der  früheren  Methodik,  immerhin  waren  sie  aber 
doch  derart,  um  schon  mit  dem  bloßen  Auge  wahrgenommen  zu  werden ; 
in  morphologischer  Hinsicht  waren  die  Bakterien  unverändert. 

Versuch  6.     Coli,  Paratyphus  B. 

Beize  IV  14  Stunden  bei  37®;  Leitungswasser  und  destilliertes  Wasser 
2  Stunden;  Wasserblau  14  Stunden  87®;  Ghrysoidin  1  Stunde  100®,  destil- 
liertes Wasser  bei  50®.  Nachfärbung  mit  Karbolfuchsin  (2 — 3  Sekunden 
lang)  und  Abspülen  mit  destilliertem  Wasser.  Mikroskopischer  Befund: 
Coli  gelblich-grün,  Paratyphus  B  karminrot. 

Zu  erwähnen  wäre  noch,  daß  trotz  der  Anwendung  der  verschiedenen 
oben  aufgeführten  Farbstoffe  in  den  verschiedensten  Kombinationen  bei 
differenten  Gasbrandstämmen  (Typus  Rauschbrand  und  Typus  Welch- 
Fraenkel)  ein  Farbenunterschied  in  keinem  Falle  festgestellt  werden 
konnte. 

Versuche,  die  die  färberische  Differenzierung  von  Blutpräparaten 
(dicke  Tropfen  und  Ausstriche)  verschiedener  Tierarten  in  der  ange- 
gebenen Weise  (nach  Extraktion  des  Hämoglobins)  bezweckten,  haben 
keine  brauchbaren  Ergebnisse  geliefert.  Wichtig  ist  nur,  daß  sich  die 
hämoglobinfreien  Blutkörperchen  färberisch  vom  Plasma  unterscheiden, 
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jedoch  besteht  z.  B.  zwischen  Hammel-  und  Ziegenblutkörpercben  oder 
zwischen  Hammel-  nnd  Ziegenplasma  keine  Differenz  in  der  F&rbbar- 
keit.  Die  Blutkörperchen  konnten  die  starke  Erhitzung  auf  120®  im 
Autoklaven,  wohl  infolge  der  Beizung  mit  Kaliumbichromat,  ziemlieh 
gut  ertragen.  Die  am  Anfang  ausgesprochene  Vermutung  von  Brails- 
FORD  Robertson,  daß  die  spezifische  Fftrbbarkeit  auf  einer  AfGnitit 
des  artspezifischen  Eiweißes  zu  Farbstoffen  beruht,  scheint  in  Anbe- 
tracht dieses  Mißerfolges  noch  nicht  über  jeden  Zweifel  erhaben. 


Zum  Schlüsse  erlaube  ich  mir,  Herrn  Geh.  Medizinalrat  Prof. 
Dr.  W.  KoLLE  für  die  große  Liebenswürdigkeit,  mit  der  er  meine  Ar- 
beiten förderte,  meinen  ganz  ergebensten  Dank  auch  an  dieser  Stelle 
auszusprechen. 

Herrn  Dr.  med.  H.  Schlossberger  bitte  ich,  für  seine  wertvolle 
Hilfe  meinen  besten  Dank  annehmen  zu  wollen. 
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Zur  Kenntnis 
des  Silbersalvarsannatriums 

(4.  Mitteilung) 

Von 
A.  Binz,  H.  Bauer  und  A.  Hallstein 


Aus  der  Chemischen  Abteilung  des  Georg  Speyer-Hauses 
zu  Frankfurt  a.  M. 


in  den  vorigen  Mitteilungen  ^)  wurdd  die  Frage  noch  oifen  gelassen, 
an  welcher  Stelle  des  Salvarsanmoleküls  Metallsalze  unter  Komplex- 
bildung angreifen.  Nur  insofern  war  eine  Klarstellung  erfolgt,  als  sich 
ergeben  hatte,  daß  unsubstituiertes  Arsenobenzol  im  Gegensatz  zu  der 
KARRERschen  Auffassung ')  kein  Metallsalz  addiert.  In  der  vorliegenden 
Arbeit  wird  das  gleiche  ftlr  Tetrabromarsenophenolnatrium  nachgewiesen. 
Wir  prüften  gerade  diese  Substanz  aus  folgenden  Grtlnden:  Sie  ist 
nicht  wie  das  Arsenobenzol  schwer  löslich  und  sie  enthält  im  Gegensatz 
zum  Salvarsan  keine  Aminogruppen ;  es  mußte  darum  je  nach  dem 
Verhalten  des  Tetrabromarsenophenols  ein  Rückschluß  darüber  möglich 
sein,  ob,  wie  wir  vermuteten,  gerade  die  Aminogruppen  des  Salvarsans 
für  die  Silbersalzbindung  verantwortlich  zu  machen  sind.  Das  bro- 
mierte  Phenol  wurde  deshalb  gewählt,  weil  es  viel  weniger  oxydabel 
ist  als  das  unbromierte  Arsenophenol.  Versetzt  man  nun.  das  Tetra- 
bromarsenophenol  in  Form  seines  Natriumsalzes  mit  Silbernitrat,  so 
fällt  lediglich  das  zu  erwartende  Silberphenolat  aus: 

As  -—  As 

I  I 

Br/ Y^Br  Br^  Y'^^^ 
OAg  OAg 

Die  entsprechende  Reaktion  erfolgt  auch  mit  Kupfersalz.  Darüber 
hinaus  aber  nimmt  das  Tetrabromarsenophenol  kein  Metall  oder  Metall- 
salz auf.  Allerdings  zeigt  gerade  die  Reaktion  mit  Silbersalz,  wie  sehr 
man  auf  diesem  Gebiet  Trugschlüssen  ausgesetzt  ist.  Wenn  man  nämlich 
das  Silberphenolat  mit  Natronlauge  behandelt,  so  löst  es  sich,  klar 
braun,  genau  so  wie  Silbersalvarsannatrium,  so  daß  man  den  Eindruck 
hat,  als  seien  freie  Hydroxflgruppen  vorhanden,  woraus  folgen  würde, 
daß  das  Silber  anderweitig,  etwa  an  der  Arsenogruppe,  gebunden  wäre. 
Hier    gelang   indessen    die    Entscheidung    durch    Bechholds   Ultra- 


1)  Arbeiten  aus   dem  Institut  für  experimentelle  Therapie   und  dem 
Georg  Speyer-Hause  1919,  Heft  8. 

2)  Berichte  d.  Deutsch.  Chem.  Qesellsch.,  Bd.  48,  1915,  S.  1634. 
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filtration  ^).  Man  findet  dabei,  daß  in  Wirklichkeit  eine  Umsetzung  dfö 
Silberphenolates  mit  Natronlauge  unter  Abspaltung  von  Silberoxjd 
stattgefunden  hat,  welch  letzteres  sofort  eine  Oxydation  des  regene- 
rierten Natriumphenolates  unter  Bildung  kolloiden  Silbers  verursadit 
Zugleich  wird  der  Arsensäurerest  vom  Kern  abgespalten,  ähnlich  wie 
das  in  einem  anderen  Falle  L.  Benda  beobachtet  hat^.  Wenn  man 
das  Reaktionsgemisch  ultrafiltriert,  so  bleibt  das  Silber  im  Rückstand. 
Somit  hat  die  Untersuchung  des  Arsenobenzols  einerseits,  des 
Tetrabromarsenophenolnatriums  andererseits  ergeben^  dafi  fQr  die  Theorie 
der  Silbersalvarsanbildung  sowohl  die  Arsenogruppe  als  auch  die 
Hydroxylgruppen  als  Hauptangriffspunkte  des  Silbers  ausscheiden.  Es 
bleiben  somit  nur  die  Aminogruppen  übrig.  Demnach  ist  anzunehmen, 
daß  bei  dem  Einwirkungsprodukt  von  Silbersalzen  auf  Salvarsan  das 
Silber  durch  Nebenvafenzen  an  den  Stickstoff  gebunden  wird: 

As  As 

T  I  ' 


AgCl  AgCl 


I 
OH 


Das  Ergebnis  ist  nicht  überraschend,  denn  die  Neigung  des  Silbers 
zur  Bildung  gerade  von  stickstoffhaltigen  Komplexsalzen  ist  bekannt. 
Erinnert  sei  an 

(NH8)|AgCI  Silberdiamminchlorid, 
(CHsNH}) AgCl  Sibermonomethylaminchlorid ') 
und  viele  andere  Substanzen,  in  denen  Silbersalz  mit  fetten  sowohl  wie 
mit  aromatischen  Aminen  verbunden  ist^). 

Allerdings  liegt  im  Silbersalvarsan  insofern  ein  besonderer  Fall 
vor,  als  die  Fähigkeit  zur  Bildung  eines  beständigen  komplexen  Silber- 
salzes durch  den  gesamten  Aufbau  des  Moleküls  begünstigt  wird.  Das 
zeigt  sich  beim  Vergleich  von  Salvarsan  mit 

AsO  AsOjH, 

I  r 

n  /\  III        /\ 

Y^NH.  Y^™. 

OH  OH 

Aminooxyphenylarsinoxyd  Aminooxyphenylarsinsäure 

1)  Zeitschr.  f.  Chem.  u.  Industr.  d.  Kolloide,  2.  Jahrg.,  1907,  Heft  1  n.  2. 

2)  Berichte  d.  Deutsch.  Chem.  Gesellsch.,  Bd.  24,  1911,  S.  3449. 

3)  R.  Jabby,  Chem.  Zentralbl.,  1897,  Bd.  1. 

4)  Siehe  die  Zusammenstellung  in  Gmblin-Eraüts  Handb.  d.  aoorg. 
Chemie,  Bd.  6,  2.  Teil,  7.  Aufl.,  8.  165. 
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As — -   — As 

I  I 

CH.CO.NH^Y  Y^NH^COCHs 

OH  OH 

Diacetyl-diaminodioxy-arsenobenzol 
In  keinem  dieser  Fälle  gelang  es,  ein  beständiges  komplexes  Silber- 
salz darzustellen.  Zwar  erhielten  wir  ein  solches  bei  III  mit  Kupfer- 
chlorid, als  wir  aber  Silbernitrat  zu  Lösungen  von  II,  III  und  IV 
fügten,  machte  sich  eine  rasch  fortschreitende  Oxydation  unter  Aus- 
scheidung von  Silber  bemerkbar,  wenn  es  auch  nicht  ausgeschlossen 
ist,  daß  intermediär  komplexe  Silbersalze  auch  in  diesen  Fällen  ent- 
stehen.   Jedenfalls  ist  ein  solches  nur  beim  Salvarsan  beständig. 

Diese  Ausnahmestellung  des  Salvarsans  ist  sehr  merkwürdig.  An 
und  für  sich  sollte  es  oxydabler  sein  als  alle  Verbindungen  II — IV, 
denn  im  Gegensatz  zu  der  Verbindung  III  ist  Salvarsan  nicht  nur  an 
den  orthoständigen  Substituenten  durch  Oxydationsmittel  angreifbar, 
sondern  auch  noch  an  einer  zweiten  Stelle  des  Moleküls,  der  Arseno- 
gruppe.  Auch  II  und  IV  sollten  durch  Oxydation  schwerer  angreifbar 
sein  als  Salvarsan,  weil  II  am  Arsen  schon  teilweise  mit  Sauerstoff 
abgesättigt  ist,  und  weil  bei  IV  die  Aminogrnppen  durch  Acetylieren 
geschützt  sind.  Trotzdem  ist  das  Gegenteil  der  Fall:  gerade  das 
Salvarsan  widersteht  der  oxydierenden  Wirkung  des  Silbersalzes.  Zwar 
macht  sich  auch  beim  Salvarsan  Oxydation  bemerksam,  wenn  man 
einen  UeberschuB  von  Silbersalz  anwendet  Geht  man  aber  nicht  über 
zwei  Moleküle  des  letzteren  auf  ein  Molekül  Salvarsan  hinaus,  so  tritt 
lediglich  Bildung  eines  beständigen  Komplexsalzes  ein. 

Aus  diesen  Befunden  erklärt  sich  auch  die  zunächst  widerspruchs- 
volle Erscheinung,  die  in  der  ersten  Mitteilung  beschrieben  wurde,  und 
die  darin  besteht,  daß  alkalische  Lösungen  von  Silbersalvarsan  beim 
Stehen  an  der  Luft  von  oben  nach  unten,  also  mit  fortschreitender 
Sanerstoffdurchdringung  einen  Silberspiegel  absetzen,  während  der 
Silberspiegel  sonst  stets  eine  Folge  der  Reduktion,  nicht  aber  wie  hier 
auch  eine  solche  der  Oxydation  ist.  Offenbar  ist  der  Vorgang  so  zu 
erklären,  daß  unter  der  Einwirkung  der  Luft  die  Arsenogruppe  gelockert 
wird,  und  Aminooxyphenylarsinoxyd  entsteht  und  daß  dieses  dann  das 
vordem  komplex  gebundene  Silberoxyd  nicht  mehr  festhalten  kann, 
sondern  von  ihm  unter  Abscheidung  von  Silber  oxydiert  wird. 

Welches  ist  nun  die  Base,  die  dem  komplex^  Salz  I  zugrunde 
liegt?    Sie  muß  dem  bekannten  Silberdiamminhydroxyd 

[(NH3),Ag]0H 
oder  der  entsprechenden  Verbindung  des  Monomethylamins 

[CH3NH,Ag]0H 
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analog  seiii,  wo  in  eckige  Klammern  die  komplexen  Kationen  znaammen- 
gefaßt  sind.    Die  Silbersalvat'sanbase  w&re  demnach 


HO 


AgH,N 


A8= 

I 

OH 


=As 


OH 


NH,Ag 


OH 


Daß  tatsächlicb  eine  derartige  Verbindung  entstehen  kann,  wurde 


folgendermaßen  nachgewiesen:    Zu  einer  Lösung 

arsenobenzol-jodhydrat-  setzte   man  Silbernitrat, 
komplexe  Jodsilbersalz 

As  -As 


von  Dioxydiamino- 
Es   fiel  sofort  das 


VI 


I 


r^i 


AgJ. 


.H.N/Y 
OH 


)  A 


\/\ 


i 


NH,...AgJ 


H 


aus,  welches  schwerer  löslich  and  daram  leichter  isolierbar  ist,  als  die 
in  der  zweiten  Mitteilung  beschriebene  Ghlorsüberverbindong  I.  Aas 
dieser  Substanz  lieft  sich  mit  verdünnter  Sodalösung  das  Jod  quantitatiT 
abspalten.  Das  gleiche  ist  mit  Jodsilber  selbstverständlich  nicht  der 
Fall.  Das  Jod  ist  darin  festgebunden;  der  Versuch  beweist  darum. 
daß  in  dem  komplexen  Jodsilbersalz  das  Silber  mit  dem  organischeD 
Arsenrest  als  Kation  vereinigt  ist  nnd  die  Jodatome  als  Anionen  auBer- 
halb  stehen,  so  daß  Formel  VI  übergeht  in:  « 


VII 


Ag.H,N 


As= 

.6 


OH 


=As 

I 
/\ 

Y^NH,.Ag 
OH 


Spaltet  man  die  Jodatome  mit  Soda  ab,  so  muß  eine  Base  der  Formel  V 
entstehen.  Das  ist  tatsächlich  der  Fall.  Man  erhält  die  Substanz  aas 
dem  orangeroten  Jodsalz  oder  dem  braunroten  Ghlorsalz  in  Form  einer 
braunen,  amorphen  in  Wasser  unlöslichen  Masse ;  aber  sie  war  nicht 
•analfsenrein  zu  erhalten.  Sie  verändert  sich  ständig  schon  während 
des  Auswaschens  auf  der  Nutsche  durch  Oxydation,  indem  das  Silber 
sich  im  Rückstand  anreichert  und  silberfreie  Arsinsäure  ins  Filtrat  geht. 
Der  Vorgang  ist  nicht  überraschend :  Die  Substanz  enthält  in  mole- 
kularer Bindung  das  stark  oxydierend  wirkende  Silberhydroxyd  und  die 
Icieht  oxydable  Arsenogruppe.    Was  bei  Substanzen  II,  III  und  IV 
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(siehe  oben)  schon  mit  Silbernitrat  ohne  Hydroxfljonen  eintritt  und 
beim  Salvarsan  anter  diesen  Umständen  merkwürdigerweise  ausbleibt, 
erfolgt  endlich  auch  bei  diesem,  wenn  man  die  oxydierende  Kraft  der 
Silberverbindung  durch  Schaffung  von  Hydroxylgruppen  gesteigert  hat 
All  diese  Vorgänge  beziehen  sich  auf  ein  Silbersalvarsan ,  bei 
welchem  dem  Dioxydiaminoarsenobenzol  das  Maximum  des  komplex 
bindbaren  Silbersalzes  geboten  worden  war.  Für  das  Silbersalvarsan- 
natriom  der  Praxis  trifft  das  nicht  zu.  Es  enthält  nur  etwa  ein  Atom 
Silber  auf  zwei  Atome  Arsen.  Aus  seiner  LSsung  scheidet  sich  mit 
Jodwasserstoff  ein  Gemisch  der  Verbindungen 

As-      — =As 

A    A 

I  I    I  I 

OH  OH 

und  As',  =Ab 

I  |-  I  I 

HJ.H.N^Y  Y^NH»-^gJ 

OH  OH 

aus.  Das  Dioxydiaminoarsenobenzol  ist  also  auch  imstande,  ein  Mono- 
silberkomplexsalz  zu  bilden,  welches  man  übrigens  auch  beim  Ansäuren 
von  gelöstem  Silbersalvarsannatrium  mit  Chlorwasserstoff,  nur  in  diesem 
Falle  langsamer,  nach  mehrtägigem  Stehen  erhält.  Spaltet  man  daraus 
das  Halogen  ab,  so  bildet  sich  offenbar  eine  Base 

As=^  -~--As 

Y  I  ' 

I  I  I  I 

OH  OH 

welche,  mit  einer  noch  zu  besprechenden  Aenderung,  dem  Silber- 
salvarsannatrium der  Praxis  zugrunde  liegt  Die  Menge  der  Silber- 
hydroxydgruppe reicht  hier  nicht  aus,  um,  wie  bei  V,  sofort  intra- 
molekular oxydierend  zu  wirken.  Es  tritt  das  erst  bei  den  „Steh- 
lösungen"  im  Lauf  einiger  Tage  ein.  Der  bekannte,  hierbei  sich 
bildende  Niederschlag  enthält  alles  Silber  des  Präparates,  welches  also 
durch  intramolekulare  Reduktion  und  Oxydation  ausgeschieden  ist. 
Man  kann  die  sichtbare  Abscheidung  des  Silbers  verhindern,  indem 
man  Silbersalvarsannatrium  zusammen  mit  lysalbinsaurem  Natrium  in 
Lösung  stehen  läßt.  Dann  verändert  sich  das  Präparat  äußerlich  nicht. 
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Dennoch  aber  ist  ein  Zorfall  in  kolloid  gelöstes  Silber- nnd  wahrsebeiB- 
lich  eine  ArsinsAure  eingetreten.  Man  merkt  es  bei  dw  biologisdieii 
Prfifang:  Das  Priparat  ist  weniger  toxisch,  zagleidi  aber  bleibt  die 
Heilwirkang  ans. 

Ifit  den  bis  hierhin  geschilderten  Reaktionen  sind  nnn  die  Vor- 
ginge, die  zum  Silbersalvarsannatrinm  führen,  nodi  nicht  »«diSpfL 
Es  treten  noch  zwei  Reaktionen  hinzu:  die  Bildung  des  Natrinmsalzes 
and  die  Anhydrisierong. 

Das  Natriomsalz  entsteht  dadurch,  dafi  man  nach  Vereinigung 
des  salzsauren  Dioxydiaminoarsenobenzols  mit  dem  Silbersalz  zn  dem 
Chlorid  I  oder  in  der  Praxis  zu  einem  Monochlorid  vom  Typns  VIII 
das  Halogen  nicht  mit  Soda,  sondern  mit  Natronlange  abspaltet,  so 
daß  nicht  eine  Base  V  resp.  X,  sondern  die  zugehörigen  Natrinmsalze  XI 
und  XIII  entstehen. 

Es  ist  nicht  anzunehmen,  daß  diese  in  Lösung  ohne  Anhydrisiernng 
bleiben  werden,  vielmehr  werden  sie  analog  dem  Silberhydroxyd: 

2  AgOH  =  Ag,0  +  H,0 
Wasser  abspalten  und  in  die  Verbindungen  XII  und  XIV  fibergeheo: 

As-  As 

XI  I         ■  ' 

I       I         I       I 
HOAg...H,N^  Y  ^^NH,...AgOH 

ONa         ONa 

As  -As 

XII  I  ! 

/\         '\ 

=  H,0+  I       I         I       I 

H.N/Y    y^m, 

ONa         ONa 
Ag 0 Ag 

As  As 

I  I 

XIII  /\  /\ 

2  I       I         I      j 

ONa         ONa 

XIV  As^As  A8=A8 
II                  •        "  II 

-H.0+  ,^,  A  AA 

ONa     ONa  ONa    ONa 
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Diese  Gleichnngen  können  als  Erklärung  ffir  den  Farbenuroschlag 
von  brannrot  nach  einem  wesentlich  dunkleren  Brann  gelten,  den  man 
bei  Zusatz  von  Natronlauge  zu  dem  Reaktionsgemisch  aus  Salvarsan 
und  Silbernitrat  beobachtet.  Die  Farbvertiefung  ähnelt  /ierjenigen, 
welche  beim  Uebergang  von  hellbraunem  Silberhydroxfd,  wie  man  es 
nach  Paal  in  kolloider  Lösung  herstellt,  zu  schwarzbraunem,  kolloidem 
Silberoxyd  stattfindet.  Allerdings  eines  bleibt  schwer  erklärbar:  daß 
nämlich  bei  Zugabe  von  Säure  zu  den  Lösungen  von  XII  und  XIV 
keine  Aufhellung  eintritt,  dafi  also  die  Wasserabspaltung  hierbei 
nicht,  wie  man  erwarten  könnte,  rückläufig  wird.  Man  kann  sich 
hier  durch  die  Annahme  helfen,  daß  der  ...Ag-O-Ag... -Komplex  ähn- 
lich wie  bei  den  Farblacken  zu  fest  ist,  um  durch  Säure  gesprengt 
zu  werden.  Es  hat  sich  bisher  nur  ein  Mittel  gefunden,  um  eine 
Sprengung  zu  bewirken.  Es  besteht  im  Erwärmen  mit  Cyankalium- 
lösnng.  Hierbei  entsteht  komplexes  Silberkaliumcyanid  unter  Rück- 
bildung von  Salvarsan.  Wahrscheinlich  bewirkt  Jodwasserstoff  eine 
ähnliche  Aufsprengung.  Es  läßt  sich  das  daraus  schließen,  daß  der 
bei  Zusatz  dieser  Säure  zu  gelöstem  Silbersalvarsannatrium  entstehende 
Niederschlag  im  ersten  Augenblick  orangefarben  ist,  dann  aber  rasch 
hellgelb  wird. 

Es  ist  zuzugeben,  daß  die  hier  vertretene  Auffassung  der  Ursache 
der  bleibenden  Farbvertiefung  durch  Alkalizusatz  hypothetisch  ist,  und 
insofern  ist  die  Frage  nach  der  Konstitution  des  Silbersalvarsannatrinms 
nicht  restlos  beantwortet  Wenn  man  aber  mit  dieser  Einschränkung 
Formeln  XII  und  XIV  gelten  läßt,  so  sind  sie  als  Ausdruck  für  die 
Konstitution  der  Präparate  zu  betrachten,  die  je  nach  der  angewandten 
Silbersalzmenge  bei  der  Herstellung  von  Silbersalvarsannatrium  ent- 
stehen. Aus  diesen  Formeln  läßt  sich  entnehmen,  daß  beim  Lösen  der 
Substanzen  in  Wasser,  also  bei  der  therapeutischen  Verwendung^ 
folgende  Vorgänge  stattfinden  werden,  bei  deren  Darlegung  wir  uns 
auf  das  praktisch  wichtige  Präparat  XIII  beschränken: 

Erstens  die  elektrolytische  Dissoziation  in  das  negativ  geladene  Ion 

As^^^As  As=As 

II  .  I  ! 

H,N^Y     Y^NH,...Ag.O-Ag...H,N'^Y     Y^^^* 
0         0  0         0 

11  •  II 

und  in  die  zugehörigen  4  positiv  geladene  Natriumionen.  Das  Silber 
ist  hier  also  Bestandteil  des  Anions,  während  es  bei  Formel  V  und  VII 
zum  Kation  gehört. 
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Zweitens  die  hydrolytische  Dissoziation  nach  dem  Schema: 
As=A8  As==A8 

II  II 

H.N'^  Y       Y^NH,...Ag.O.Ag...H,N^Y        |    ^^H, 
ONa    ONa  ONa     ONa 


:r4NaOH  + 


A8=A8  As^As 

II  II 


H,N^Y     Y'^NH,...Ag.O-Ag...H,N^Y    "^^  ^^'^ 
OH      OH  OH     OH 

Man  hat  also  in  Lösung  nebeneinander  die  Ionen  des  hydrolytisch 
nicht  gespaltenen  Anteiles  des  Silbersalvarsannatrioms  und  die  hydro- 
lytischen ZerCallsprodnkte,  bestehend  in  dem  freien  Silberoxydarseno- 
aminophenol  und  Natriumhydroxyd.  Dazu  kommt  noch  die  Verschieden- 
heit der  Teilchengröße  je  nach  dem  EoUoidznstand  ^). 

lieber  den  Grad  des  elektrolytischen  Zerfalls  einerseits,  des  hydro- 
lytischen andererseits  läBt  sich  einstweilen  nichts  aussagen.  Es  ist 
Sache  der  physikocheinischen  Forschung,  das  festzustellen;  allerdings 
wird  die  Untersuchung  in  diesem  Falle  nicht  einfach  sein.  Man  kann 
nur  qualitativ  im  Vergleich  mit  dem  Salvarsannatrium  sagen,  da£  die 
DissoziationszustAnde  des  Silbersalvarsannatriums  andere  sein  müssen, 
weil  das  Molekül  ein  anderes  ist.  Insbesondere  wird  der  hydrolytische 
Zerfall  stärker  sein,  da  das  Silberoxyd  den  basischen  Charakter  des 
Dioxydiaminoarsenobenzols  verstärkt  und  dadurch  den  sauren  abschwächt. 

Das  Silbersalvarsannatrium  ist  also  eine  Substanz  von  ganz  be- 
sonderen  Eigenschaften.  Man  kann  sie  als  chemisches  Paradoxon  be- 
zeichnen, weil  sie  eine  sehr  leicht  oxydable  Substanz,  das  Dioxydiamino- 
arsenobenzolnatrium  und  ein  starkes  Oxydationsmittel  in  ein  und  dem- 
selben Molekularverband  enthält.  Vielleicht  beruht  gerade  hierauf  die 
besondere  biologische  Wirkung  des  Präparates. 

Experimenteller  Teil. 

1.  M'-Dioxy-S^'-Biamino-Anenobeiizol-dQodsilber  und  verwandte 

Substanzen. 

6,6  g  Dioxydiaminoarsenobenzol  .wurden  gelöst  in  100  ccm  Wasser 
und  etwas  weniger  als  der  berechneten  Menge  (2  Mol  Säure  auf  1  Uol 
Salvarsanbase)  Jodwasserstoff  (10  ccm  einer  2,9-fach  normalen  Lösung)- 
Die  Säure  war  durch  Destillieren   mit  wenig  unterphosphoriger  Säure 

1)  Siehe  die  „3.  Mitteilang*'  von  H.  Baubr  im  vorigen  Heft 
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entfärbt  worden.  Zu  der  Lösang  des  Dioxydiaminoarsenobenzol-jod- 
hydrates  fügte  man  unter  Turbinieren  die  äquimolekulare  Menge,  also 
3  g  Silbernitrat  in  76  ccm  Wasser.  Orangefarbener  kolloider  Nieder- 
schlag. Nach  dem  Trocknen  im  Vakuum  auf  Ton  ziegelrot.  Ausbeute 
6,3  g.  Setzt  man  mehr  Silbemitrat  hinzu,  so  wird  der  Niederschlag 
bordeauxrot,  wahrscheinlich  unter  teilweiser  Oxydation. 

0,5048  g  gaben  nach  Cariüs  mit  Salpetersäure  0,2320  g  AgJ.  Im 
EinschluBrohr  zeigte  sich  ein  Beschlag  von  Jod.  Das  Filtrat  gab 
0,lt>30  g  AssOrMg,. 

0,4996  g  gaben  mit  Salpetersäure  und  Silbernitrat  im  Einschlufirohr 
0,3246  g  AgJ. 

C»H„0,N,As,.2  AgJ.6  H,0 

Ber.  As  16,89  Proz.,  Ag  22,87  Proz.,  J  26,90  Proz. 
Ber.    „    15,59      „       ,    21,02      „      „  29,85      „ 

Der  zu  hohe  Wert  f&r  Jod  und  die  zu  niedrigen  Werte  für  die 
übrigen  Elemente  zeigen,  daß  die  Substanz  mit  etwas  Ci2Hi,02N,A%- 
AgJ-HJ  gemischt  ist. 

Die   Abspaltung   des  Jodes   geschah   durch  Digerieren   von 

2 
1,014  g  Substanz  mit  50  ccm  —Sodalösung  in  der  Kälte.    Das  Filtrat 

ergab  0,5898  g  AgJ  entsprechend  26,72  Proz.  Jod.  Die  Abspaltung 
war  also  nahezu  quantitativ.  — 

Wiederholt  man  diesen  Versuch  mit  dem  Silbersalvarsannatrium 
der  Praxis,  welches  bekanntlich  etwas  weniger  als  1  Atom  Silber  auf 
2  Atome  Arsen  enthält,  durch  Lösen  und  Zugabe  von  Jodwasserstoff, 
so  erhält  man  einen  Niederschlag,  der  nach  der  Analyse  ein  Gemisch  von 
4,4'-Dioxy-3,3'-Diaminoarsenobenzol-monojodsilber, 
C»Hi,N,0,As,AgJ 
und  dem  dazugehörigen  Monojodhydrat 

Ci,HijN,0,As,AgJ.HJ 

ist: 

5  g  Silbersalvarsannatrium  (Höchst)  wurden  in  100  ccm  Wasser 
gelöst  und  mit  frisch  destillierter  Jodwasserstoff  säure  bis  zur  kongo- 
sauren Reaktion  versetzt.  Brauner  Niederschlag,  der  nach  einigen 
Minuten  hellgelb  wurde.  Beim  Auswaschen  tritt  oberflächlich  Orange- 
färbung ein.    3,62  g  Ausbeute. 

0,3019  g  Substanz  gaben  0,1397  g  As^OrMg,. 

0,3144  g  Substanz  gaben  mit  HgO,  etc.  (siehe  die  1.  Mitteilung) 
aufgeschlossen  0,0602  g  AgCl. 

0,3038  g  gaben  mit  Silbernitrat  im  Einschlußrohr  0,1291  g  AgJ. 

0,1981  g  gaben  7,0  ccm  N  (18«,  753  mm). 

Hieraus  berechnet  sich  das  Atom  Verhältnis 

A8:N:Ag:J  =  2: 1,96:0,88: 1,2. 
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G€f.  As  22^6  Proz.,  Ag  14,42  Proz.,  J  22,45  Proz.,  N  4,11  Proz. 
FQr  Ci,Hi,N,0,A8,-AgJ 

Ber.  As  24,94  Proz.,  Ag  17,95  Proz.,  J  21,10  Proz.,  N  4,66  Proz. 
Für  Ci,Hx,N,0,A8,-AgJHJ 

Bar.  As  20,50  Proz.,  Ag  14,80  Proz.,  J  84,80  Proz.,  N  3,84  Proz. 

Eine  ähnliche  Reaktion,  obzwar  viel  weniger  rasch,  tritt  ein,  wenn 
man  zu  käaflichem  Silbersalvarsannatrium  Salzsäure  gibt:  3  g  Silber- 
salvarsannatrium  (Höchst)  wurden  in  100  com  Wasser  gelöst  und  mit 
45  ccm  Vi -Salzsäure  versetzt,  wobei  der  anfangs  entstehende  Niederschlag 
von  Silbersalvarsanbase  sofort  wieder  in  Lösung  geht  Nach  drei- 
tägigem Stehen  brauner  Niederschlag.  Die  anfangs  tiefbraune  Lösung 
ist  hellbraun  geworden.  Da  der  Niederschlag  sich  wegen  seiner 
kolloiden  Beschafienheit  kaum  filtrieren  läBt,  wird  er  durch  Zentfi- 
fugieren,  Dekantieren,  Auswaschen  und  erneutes  Zentrifugieren  isoliert. 
Es  hinterbleiben  0,85  g  im  Vakuum  getrockneter  Substanz. 

0,3134  g  ^bstanz  gaben,  mit  Wasserstoffsuperoxyd,  Salpetersäure 
und  Hypochlorit  aufgeschlossen  (siehe  die  1.  Mitteilung),  0,0673  g 
AgCl  und  0,1982  g  AssOfMgf  Die  Zahlen  stimmen  angenähert  auf 
4,4'-Dioxy  -3,3'-Diaminoarsenobenzol-  m  o  noch lorsil ber. 
CijHijNjOgAsj.AgCl  Ber.  As  29,45  Proz.,  Ag  21,20  Proz. 
Gef.  „  30,53  „  „  16,16  „ 
Auch  hier  also  blieb  wie  beim  Jodsilberniederschlag  der  gefandeDe 
Silberwert  hinter  dem  berechneten  zurück. 

Die  dem  DioxydiaminoarsenobeozolMÜhalogensilber  zugrunde  liegende 

„Silbersalvarsanbase^,  welche  die  Formel  Ci^HisNsO^Ass'AgtO 

haben  sollte,  ließ  sich  nicht  in  reinem  Zustande  isolieren.    Es  wnrde 

versucht,   sie  aus  dem  in   der  2.  Mitteilung  beschriebenen,  aus  6  g 

Salvarsan  und  der  äquivalenten  Menge  Fluorsilber  erhaltenen  4,4'-DioxT- 

3,3'-Diaminoarsenobenzol-Dichlorsilber  zu  gewinnen.    Zu  dem  Zwecke 

wurde  der  Niederschlag  ausgewaschen  und  ohne  Trocknung  mit  42  ccm 

2 

--Sodalösung  digeriert.    Die   rotbraune  Farbe  der  Substanz   ging  in 

Schwarzbraun  über.  Beim  Auswaschen  blieb  das  Filtrat  andauerod 
gelb  und  rötete  Lackmus.  Es  enthielt  kein  Silber,  wohl  aber  eine 
Arsinsäure,  die  dadurch  nachgewiesen  wurde,  daß  sich  beim  Reduziereo 
mit  Hydrosulfit  eine  gelbe  Arsenoverbindung  ausschied.  Die  Salvarsan- 
base  oxydiert  sich  also  beim  Auswaschen.  Infolgedessen  lieferte  die 
Analyse  einen  gegen  die  Theorie  erhöhten  Silber-  und  verringerten 
Arsengehalt. 

0,3170  g  der  im  Vakuum  getrockneten  Substanz  gab  0,1806  g  AgCl 
und  0,1343  g  As^OrMg,. 

CifHi,N,0,As,-Ag,0    Ber.  As  25,08  Proz.,  Ag  36,09  Pro». 
Gef.    „    20,46       „       „   42,87      „ 
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2.  Antooxydatioii  Ton  SIIbersalTarsannatrinm  beim  Stehen 

in  LOsnng. 

3  g  SilbersalvarsaDDatrinm  (Höchst)  wurden  in  150  ccm  Wasser 
gelöst  und  in  einer  mit  Stickstoff  gefüllten  verschlossenen  Flasche 
4  Wochen  stehen  gelassen.  Es  entstand  ein  dunkelbrauner  Bodensatz, 
der  von  der  nur  noch  schwach  braun  gefärbten  Lösung  durch  Zentri- 
fugieren  getrennt  wurde.    Ausbeute  1,17  g. 

0,3004  g  gaben  mit  Wasserstoffsuperoxyd  etc.  aufgeschlossen  (siebe 
die  1.  Mittelung)  0,1507  g  AgCl. 

0,2547  g  gaben  0,1107  g  As.OrMg,. 

Gef.  As  20,97  Proz.,  Ag  37,76  Proz. 

Die  durch  Zentrifugieren  abgetrennte  Flfissigkeit  ergab  1,50  g 
Trockenrückstand.  Hiervon  lieferten  0,3046  g  beim  Aufschluß  mit 
Wasserstoffsuperoxyd  etc.  0,1267  g  As^Oy.Mg,,  dagegen  kein  Chlorsilber 

3.  Komplexes  Eupfersalz  der  3-AniIno-4-oxyplieiiylanIii8äiire. 

HO,As  •  0  •  Cu  •  O  •  AsO,H 

I  /\  ' 

V'^NH.  hIn/'Y 
OH       •  OH 

9,Sg  3-Amino-4-oxyphenylarsinsäure  (=  */ioo  Mol.)  wurden  in  140  ccm 
Wasser  und  40  ccm  Normal-Kalilauge  gelöst  und  mit  6,8  g  Kupfer- 
chlorid, CuCl2-2H20  (=  Vioo  Mol),  in  80  ccm  Wasser  versetzt.  Grünlich- 
weißer Niederschlag.  10,8  g  Ausbeute.  Liöslich  in  Salzsäure,  beim 
Uebersättigen  mit  Soda  bleibt  der  anfangs  entstehende  Niederschlag 
mit  grüner  Farbe  in  Lösung. 

0,3058  g  Substanz  gaben  0,1709  g  AsjOyMg,  1     Präparat 
0,5992  „        /  „      0,0870  „  CuO  1 1.  Darstellung 

0,3039  ri        V  V      0,1681  „  ASjOyMg,!      Präparat 

0,2508  „        ^  „      0,0400  „  CuO         J  2.  Darstellung 

Die  Substanz  war  fast  halogenfrei. 

Ci2Hi408N,As,Cu-2H,0    Ber.  As  26,60  Proz.,  Cu  11,28  Proz. 

Gef.  ^  26,98  „  ^  11,60  „ 
•  26,70  ,  „  12,74  „ 
Geht  man  statt  vom  hier  verwendeten,  mit  neutraler  Reaktion  lös- 
lichen Natriumsalz  der  Oxyaminophenylarsinsäure  von  dem  alkalisch 
reagierenden  Dinatriumsalz  aus,  so  erhält  man  beim  Fällen  mit  einem 
Ueberschuß  von  Kupfersalz  je  nach  dessen  Menge  grüne  Niederschläge^ 
die  bis  zu  24,1  Proz.  Kupfer  enthalten. 


16  A.  Bins,   H.  Baaer  and  A.  HallBtein, 

Es  liegen  hier  wahrscheinlich  Gemische  des  oben  beschriebeoeD 
komplexen  Salzes  mit  Knpferhydroxyd  vor. 


4.  Yerhalten  Ton  8-Aiiiliio-4-oxypheiiylanlii8iiire  gegen 

Nilbernitnt. 

4,66  g  3-AmiDO-4-ox7phen7lar8insaure  wurden  in  80  ccm  Wasser 
und  20  ccm  Normal -Natronlauge  zum  Mononatriumsalz  gelöst  Die 
auf  Lackmus  neutral  reagierende  Lösung  wurde  tropfenweise  anter 
Turbinieren  mit  der  äquimolekularen  Menge  (3,4  g)  Silbemitrat  in 
100  ccm  Wasser  versetzt.  Der  zuerst  ausfallende  weiße  Niederschlag 
wurde  sofort  schwarz.    Ausbeute  4,8  g. 

0,2987  g  Substanz  ergaben  0,1383  g  AgCl 

0,3176  „        ^  „        0,1266  „  AStO^Mg,. 

Gef.  As  19,25  Proz.,  Ag  34,84  Proz. 

Diese  Zahlen  stimmen  annähernd  auf  ein  komplexes  Silbersalz 
C«H8(OH)(NH,)AgAs08H  (ber.  As  22,0  Proz.,  Ag  31,7  Proz.);  ein 
solches  Salz  liegt  aber  nicht  vor,  vielmehr  ein  Gemisch  von  kolloidem 
Silber  und  eines  Oxdationsproduktes  der  Oxfaminophenylarsinsäure, 
wie  folgender  Versuch  ergab: 

2,426  g  der  schwarzen  Substanz  wurden  in  20  ccm  Vs-n-NatroD- 
lauge  aufgeschlämmt,  wobei  ein  Teil  mit  dunkelbrauner  Farbe  in  Lösung 
ging.  Beim  Filtrieren  hinterblieben  0,78  g  Rückstand,  ungefähr  ent- 
sprechend dem  gefundenen  Silbergehalt  von  34,8  Proz.  (siehe  oben). 
0,2262  g  des  Rückstandes  verbrauchten  in  Salpetersäure  gelöst  19,9  ccm 
Vio'Rbodanlösung  entsprechend  94,9  Proz.  Silber.  Die  Substanz  reagierte 
nicht  mit  Hydrazin  und  löste  sich  nicht  in  Ammoniak,  enthielt  also 
keine  merkbare  Menge  Silberoxyd.  Um  festzustellen,  ob  wirklich  alles 
Silber  durch  die.  Behandlung  mit  Natronlauge  niedergeschlagen  worden 
war,  wurde  das  Filtrat  nach  Bechhold  ultrafiltriert.  Die  Lösung  ging 
braun  gefärbt  durch  das  Kollodiumfilter  und  erwieß  sich  als  silberfrei. 
Es  hinterblieb  kaum  ein  Rückstand. 


5.  Verhalten  von  3-Aniliio-4-oxypheiiylar8inoxyd  gegen 

Silbernitrat. 

2,58  g  des  3-Amino-4-oxyphenylarsinoxyd-chlorhydrates  wurden  in 
100  ccm  Wasser  gelöst  und  tropfenweise  unter  Turbinieren  mit  100  ccm 
Vio-ii-Silbernitrat  versetzt  An  der  Eintropfstelle  weißer  Niederschlag, 
der  sich  mit  brauner  Farbe  löst.  Die  trfibe  Lösung  gab  beim  Ultra- 
filtrieren ein  silberfreies  Filtrat  und  einen  schwarzbraunen  Bückstand. 
0,4047  g  davon  lieferten  nur  0,013  g  AssOyMg,,  dagegen  0,3775  g  AgCl, 
entsprechend  1,53  Proz.  As  und  70,20  Proz.  Ag. 
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6.  Yerlialten  Ton  4,4'-Dloxy-3,3'-dl-aeetamlno-arseiiobenzol  gegen 

Silbernitrat. 

Nach  einer  bisher  unveröffentlichten  Vorschrift  Bertheihs  wurden 

11g  Acetaminophenolarsinsäure  in  22  com  ^Natronlauge  und  220  ccm 

Wasser  gelöst  und  mit  110  g  Hydrosulfit  und  22  g  Magnesiumchlorid 
in  550  ccm  Wasser  1  Stunde  lang  bis  56^  erwärmt.  Ausbeute  6,5  g. 
Die  Substanz  läßt  sich  durch  Lösen  in  Soda  und  Ausfällen  mit  Eohlen- 
dioxyd  reinigen. 

1  g  dieser  Substanz  in  42,4  ccm  Vio-i^'K&tronlauge  gelöst,  wurden 
mit  42  ccm  Vio-n-Silbernitrat  (—  2  Mol.  auf  1  Mol.  der  Acetyl Verbindung) 
versetzt  Brauner  Niederschlag,  der  sich  anfangs  löst,  später  aber 
bestehen  bleibt,  dagegen  beim  Auswaschen  durch  Verreiben  mit  Wasser 
vollkommen  kolloid  und  schwarzbraun  in  Lösung  geht.  Beim  Ultra- 
filtrieren wird  ein  farbloses  Filtrat  erhalten.  Die  Analyse  des  grQn- 
schillernden  Rückstandes  ergab:  0,1585  g  Substanz  lieferten  0,1336  g 
AgCl,  entsprechend  63,42  Proz.  ^Silber.  Es  war  also  Oxydation  unter 
Abscheidung  von  Silber  eingetreten. 

7.  Dl-sllber-ä,3',  S^S'-Tetrabromarsenoplienolat. 

6,5  g  3,3',  5,5'-Tetrabromarsenophenol  wurden  in  130  ccm  Wasser 
und  17,1  ccm  n  -  Natronlauge  gelöst.  Die  Lösung  reagierte  gegen 
Lackmas  schwach  alkalisch,  gegen  Phenolphtalein  neutral.  Dazu  wurden 
tropfenweise  und  unter  Turbinieren  3,4  g  Silbernitrat  (=  2  Moh  auf 
1  Mol.  des  Phenoles)  gelöst  in  200  ccm  Wasser  gegeben.  Brauner 
Niederschlag.  7,5  g  Ausbeute.  Das  Filtrat  gab  kaum  merkbare 
Reaktion  auf  Silber.  Es  war  also  fast  alles  umgesetzt  worden.  Die 
Analyse  stimmt  auf  ein  durch  Umsetzung  entstandenes  Silbersalz: 
0,4162  g  gaben  nach  Carius  0,1758  g  AgBr 

und  0,1448  g  As^OrMg« 
CijH^OjASsBr^Ag,     Ber.  As  17,30  Proz.,  Ag  24,90  Proz. 

Gef.    „    16,80      „        ,    24,26     , 
As  —  =  As 

I  *       I 

A        A 


Br'^    Y      Br     BK     J     ^Br 
OAg 


OAg 


Durch  Lösen  in  Natronlauge  erfolgt  Zersetzung  unter  teilweiser 
Oxydation  durch  das  abgespaltene  Silberoxjd :  2  g  des  Siiberpbenolates 
wurden  mit  6,6  ccm  n  •  Natronlauge  und  18  ccm  Wasser  digeriert. 
Hierbei  trat  klare  Lösung  unter  Braunfärbung  ein,  so  daB  scheinbar 

Arb.  a.  d.  Imti  f.  exp.  Tber.  u.  d.  Georg  Speyer-HaoM  zu  Frankfurt  a,  M.  IX.  2 
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ebenso  wie  bei  der  Silbersalvarsandarstellung  Komplexsalzbildung  statt- 
gefunden hatte.  In  Wirklichkeit  aber  erwies  die  Substanz  sich  als 
in  ihrer  Zusammensetzung  ganz  verändert.  Auf  Znsatz  von  Alkohol 
zu  der  braunen  Lösung  fiel  eine  schwarze  Substanz  aus,  von  der  ab- 
filtriert wurde.  Ausbeute  des  Rttckstandes  1,1  g.  Das  Filtrat  war 
farblos  und  schied  beim  Einengen  und  Ansäuren  etwa  1  g  einer  Sub- 
stanz aus,  die  unscharf  und  teilweise  bei  50  ^  restlos  allerdings  erst 
bei  170^  schmolz  und  stark  nach  Bromphenol  roch.  Reines  1-3-Dibrom- 
phenol  schmilzt  bei  58  ^  Die  Analyse  ergab  aus  0,1933  g  Substanz 
0,2800  g  AgBr.    Kein  Arsen. 

CgH^OBr^    Ber.  63,48  Proz. 
Gef.  61,64      „ 

Es  lag  also  anscheinend  unreines  Dibromphenol  vor,  und  die  Arsen- 
gruppe war  durch  Oxydation  abgesprengt  worden.  DemgemäB  muBte 
sich  in  dem  schon  genannten  Rückstand  (1,1  g  schwarze  Substanz,  siehe 
oben)  das  Silber  angereichert  haben.    Das  war  tatsächlich  der  Fall: 

0,2212  g  Substanz  gaben  (Silberbestimmung  nach  Carius,  mit 
BrK-Zusatz)  0,1481  g  AgBr  und  0,0552  g  MgiOjAs,. 

0,2421  g  Substanz  gaben  (Bron\bestimmung  nach  Cariüs,  ohne 
Zusatz)  0,1330  g  AgBr,  und  im  Filtrat  nach  Zusatz  von  Bromkaliniu 
nochmals  0,0290  g  AgBr,  und  nach  dessen  Entfernung  auf  Zusatz  von 
Magnesiamischung  0,0623  g  As^OrMg). 

Gef.  12,04  Proz.  As,  23,38  Proz.  Br,  38,29  Proz.  Ag 
.      12,45      ,        ,  38,50      „        , 

Atom  Verhältnis  As  :Br:Ag  =  2:3,64:4,42. 
Die  Analyse  einer  Substanz  zweiter  Darstellung,  die,  wie  vorher,  mit 
Natronlauge  zersetzt  wurde,  lieferte: 

0,2816  g  Substanz  (nach  Garius,  mit  Bromkaliumznsatz)  gaben 
0,2023  g  AgBr  und  0,0615  g  ASjOyMg,. 

0,2190  g  Substanz  gaben  0,1190  g  AgBr. 

Gef.  10,55  Proz.  As,  23,20  Proz.  Br,  41,10  Proz.  Ag. 
Atom  Verhältnis  As :  Br :  Ag  =  2 : 3,90 : 5,4. 

Die  Zersetzung  war  also  ungefähr  so  verlaufen  wie  beim  ersten 
Versuch.  Arsen  und  Brom  stehen  im  Verhältnis,  wie  es  Tetrabrom- 
arsenophenol  oder  Dibromphenolarsin säure  erfordern.  Das  Silber  aber 
geht  weit  darüber  hinaus.  Wahrscheinlich  lag  ein  Gemisch  von  dibrom- 
phenolarsinsaurem  Silber  und  von  metallischem  Silber  vor.  All  das 
mußte,  bevor  die  Fällung  aus  alkalischer  Lösung  mit  Alkohol  statt- 
fand, kolloid  gelöst  sein.  Um  das  nachzuweisen,  wurden  von  dem  mit 
Alkohol  ausgefällten  Rückstand,  dessen  Analyse  soeben  mitgeteilt 
worden  ist,  0,1170  g  mit  20  ccm  Wasser  angerührt,  wobei  eine  tief- 
braune kolloide  Lösung  entstand.  Diese  wurde  bei  1 — 1,75  Atm.  Stick- 
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stoffdrack  nach  Beohhold  ultrafiltriert.  Im  Verlauf  von  2  Stunden 
ergab  sich  ein  farbloses  silberfreies  Filtrat.  Die  braune  Farbe  der 
Lösung  vor  der  Filtration  war  also  tatsächlich  die  des  kolloiden  Silbers. 
Der  Rückstand  mitsamt  dem  Kollodiumfilter  wurde  nach  Rupp-Leh- 
HANN  ^)  mit  Kaliumpermanganat  und  Schwefelsäure  aufgeschlossen. 
Das  nach  Jann'asoh  und  Seidel  ')  als  THchlorid  überdestillierte  Arsen 
ergab  0,0093  g,  also  eine  sehr  geringe  Menge,  AssOyMg,;  dagegen 
fanden  sich  im  Destillationsrückstand  nach  Zerstörung  des  Hydrazins 
0,0738  g  AgBr,  entsprechend  3,85  Proz.  As  und  36,24  Proz.  Ag  vom 
Gewicht  der  ultrafiltrierten  Substanz.  Man  sieht  also,  daß  der  Rück- 
stand im  wesentlichen  aus  Silber  bestand.  Leider  war  es  nicht  mög- 
lich, den  zäh  anhaftenden  Rückstand  vom  ^KoUodiümfilter  zu  trennen 
und  vor  der  Analyse  zu  wägen.  Darauf  berechnet,  wäre  der  Silber- 
gehalt sicher  ein  höherer  gewesen. 

8.  Mono-Euprl-tetrabromanenophenolat. 
6,52  g  Tetrabromarsenophenol  wurden  in  30  ccm  Normal-Natron- 
lauge gelöst  und  mit  Wasser  auf  130  ccm  verdünnt  Die  Lösung 
reagierte  auf  Phenolphtalein  neutral.  Dazu  fügte  man  1,7  g  Kupri- 
chlorid  (=  1,27  Mol.  auf  1  Mol.  des  Phenoles)  in  130  ccm  Wasser. 
7,8  g  brauner  Niederschlag. 

0,3953  g  Substanz  gaben  0,3980  g  AgBr 
0,3798  ^        „  „      0,1590  „  As^O^Mg^ 

und  0,0452  „  Cu,S. 

Ci,H4Br^O,As8Cu     Ber.  Cu  8,91%,  As  21,03  7o.  Br  44,84  7o 
Gef.    ,    9,50  „      „   20,21  „     „    45,13  „ 

As      ■      —  As 

I  I 

0      ;0 

Br^   y    "^Br      Br'^    |    ^Br 
0  —  Cu  —     0 

Die  Substanz  gab,  mit  verdünnter  Schwefelsäure  und  Jodkalium  ver- 
setzt, die  Reaktion  auf  Jod,  ist  also  eine  Kupriverbindung. 

1)  Chem.    Zentralbl.,    1911,    Bd.   1,    S.   1082;    Arch.    d.    Pharmazie, 
Bd.  250,  1912,  S.  382. 

2)  Berichte  d.  Deutsch.  Chem.  Gesellsch.,  Bd.  43,  1910,  S.  1218. 


Ueber 

die  Wirkung  der  Diphtheriebacillen 

bei  perkutaner  Infektion 

Von 
Dr.  R.  Jaff6  und  Dr.  H.  SchloSberger 

Mit  3  Tafeln 


Aus  dem  Institut  fQr  experimeDtelle  Therapie  (Direktor:  Geb.  Med.-Rat 
Prof.  Dr.  W.  Kolle)   und  dem  Senckenbergischen  patbologischen  In- 
stitut (Direktor:  Prof.  Dr.  B.  Fischer),  Frankfurt  a.  M. 


Ina  Verlauf  der  Studien  über  den  therapeutischen  Wert  des  Di- 
phtherieheilserums machten  Kolle  und  Sghlossberger  die  Beobach- 
tung, daß  jeder  der  zu  ihren  Untersuchungen  benützten  virulenten 
Diphtheriestämme  auch  perkutan  Meerschweinchen  und  Kaninchen 
krank  zu  machen  und  zu  töten  imstande  war.  Es  ist  diese  Infektions- 
methode, die  in  einigen  Versuchen  mit  einem  Stamm  früher  bereits 
von  E.  Pritsche  *)  mit  teilweisem  Erfolg  versucht  worden  war,  von 
Kolle  und  Schlossberoer  benutzt  worden,  um  die  Heilwirkung  des 
antitoxinhaltigen  und  des  antitoxinfreien  Serums  auf  die  lokalen  Krank- 
heitsprozesse genauer  studieren  und  vergleichen  zu  können,  lieber 
die  Resultate  dieser  Untersuchungen  ist  bereits  an  anderer  Stelle  aus- 
führlich berichtet  worden ').  Im  folgenden  soll  über  weitere  Versuche, 
die  sich  mit  der  Art  des  Eindringens  der  Diphtheriebacillen  durch  die 
Haut  and  mit  dem  Zustandekommen  der  pathologischen  Veränderungen 
bei  dem  perkutanen  Infektionsverfahren  beschäftigten,  näher  berichtet 
werden. 

Zu  den  UntersochuDgen  wurden  26  verschiedene  Diphtheriekulturen 
benützt,  die  mit  Ausnahme  des  amerikanischen  Stammes  Park- Williams 
Nr.  8  (D  5  unserer  Kulturensammlung)  und  dreier  uns  von  der  Serum- 
abteilung der  Höchster  Farbwerke  gütigst  zur  Verfügung  gestellter  Stämme 
(D  20,  D  21  und  D  22)  aus  frischem  Diphtberiematerial  reingezüohtet 
worden  waren.  Abgesehen  von  dem  Stamm  D  9,  der  sich  im  Tierver- 
such als  absolut  avirulent  erwies,  waren  sämtliche  Stämme  für  Meer- 
schweinchen und  Kaninchen  bei  subkutaner  Applikation  pathogen.  Es 
Würden  ausschließlich  24-stündige  gut  gewachsene  Löff  1er- Serumkulturen 
verwendet,  da  die  Virulenz  der  Stämme  auf  diesem  Nährboden  am  besten 
erhalten  bleibt.  Die  Tiere  (Meerschweinchen  und  Kaninchen)  wurden  auf 
der  Bauchseite  mit  dem  Messer  rasiert  oder  mittels  Calciumsulfhydrats 
enthaart.  Es  wurde  in  der  Regel  1  Oese  Kultur  auf  die  epilierte  Haut- 
stelle aufgetragen  und  mit  Hilfe  eines  sterilen  Glasstabes  in  die  Haut 
eingerieben. 


1)  Arb.  a.  d.  Kaiserl.  Gesundheitsamt,  Bd.  18,  1902,  S.  453. 

2)  W.  KoLLB   und   H.  Sohlossbbrgbr,   Med.    Klin.,    1919,   Nr.  1,   4, 
28,  24  und  31. 
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Der  Verlauf  der  Erkrankung  ist  ein  durchaus  charakteristischer. 
Bereits  24  Stunden  nach  der  Einreibung,  manchmal  sogar  schon  früher« 
ist  Bötung  und  Schwellung  an  der  infizierten  Hautstelle  festzustellen: 
meist  nach  weiteren  24  Stunden  ist  die  Stelle  ausgesprochen  infiltriert 
und  mit  Borken  bedeckt.  Diese  Veränderungen  nehmen  st&ndig  an  Um- 
fang zu  und  erreichen,  falls  die  Tiere  nicht  vorher  zugrunde  gehen,  h& 
Verlauf  des  dritten  Tages  ungefähr  Talergröße.  Der  Tod  der  Meerschwein- 
chen erfolgt  bei  den  stark  tierpathogenen  Stämmen  schon  nach  2—3  Tages, 
bei  den  weniger  virulenten  Kulturen  meist  etwa  4  Tage  nach  der  Infek- 
tion (s.  Tabelle)*.  Kaninchen  sind  gegenüber  der  perkutanen  Infektion 
mit  Diphtheriebacillen  bedeutend  resistenter  als  Meerschweinchen.  Bie 
lokale  Beaktion  (Bötung,  Infiltration,  Borkenbildung)  ist  zwar  bei  ihnen 
in  den  ersten  Tagen  außerordentlich  stark,  geht  dann  aber  meist  unter 
Abschuppung  der  oberen  Epidermisschichten  langsam  zurück,  so  dal  die 
meisten  Tiere  mit  dem  Leben  davonkommen. 


Tabelle. 

Wirkung  der  Diphtheriestamme  D  1  bis  D  26  auf  MeerHchweinchen  bei  katuier  In- 
fektion. Meerschweinchen  (ca.  250  g  Gewicht),  etwa  taleratückgrofie  Hantstelle  mit 
Calciumsulfhydrat  enthaart,  Einreiben  einer  Oeee  24 -stündiger  Löffler-SerumknltuT 

mittels  sterilen  Glasstabes. 


Stamm 

Verlauf*) 

Stamm 

Verkuf 

D    1 

t  2 

D  14 

t  2 

D    2 

t2 

D  15 

t  2 

D    3 

t  3 

D  16 

t  2 

D    4 

t  3 

D  17 

t  4 

D    5 

1  Oese  glatt,  lebt 
2  Oeeen  f  9 

D  18 

t  2 

D    6 

t  3 

t  3 

D  19 

t  3 

t  3 

D    7 

D  20 

D    8 

t2 

D  21 

t  7 

D    9 

5  Oeeen  glatt,  lebt 

D  22 

t4 

D  10 

1 

h6 

D24 

t  3 

D  11 

•  4 

D  24 

t  8 

D  12 

• 

•  3 

D25 

n 

D  13 

• 

•  4 

D  26 

*)  f  2  bedeutet  tot  nach  2  Tagen  usw. 

Bei  der  Obduktion  der  an  den  Folgen  der  perkutanen  Infektion  ge- 
storbenen Meerschweinchen  nnd  Kaninchen  zeigt  sich  an  der  Unterseite 
der  infizierten  Hautstelle  eine  starke  Hyperämie,  die  bis  zu  der  Achsel- 
höhle und  Schenkelbeuge  reicht,  außerdem  eine  hochgradige  seröse  Durch- 
tränkung des  gesamten  Unterhautzellgewebes  (Fig.  1  auf  Taf.  I).  Daneben 
sind  die  übrigen  für  den  Diphtherietod  charakteristischen  Veränderungen 
(Hyperämie  der  Nebennieren,  Exsudat  in  der  Brusthöhle)  regelmäßig  nach- 
zuweisen. 

Während  d^r  kulturelle  Nachweis  der  Diphtheriebacillen  auf  der 
Oberfläche  der  infizierten  Hautstelle  in  den  ersten  Erankbeitstagen  fast 
regelmäßig  gelang,  verliefen  die  Versuche,  die  Erreger  aus  dem  sub- 
kutanen Exsudat  zu  züchten,  ausnahmslos  negativ.  Es  lag  deshalb 
nahe,  die  pathologischen  Veränderungen,  wie  sie  bei  der  perkutanen 
Infektion  mit  Diphtheriebacillen  in  der  Haut  und  im  subkutanen  Ge 
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webe  zu  beobachten  sind,  nicht  auf  die  \Yucherung  der  eingeimpften 
Bakterien  zurückzuführen.  In  Analogie  mit  den  Verhältnissen  bei  der 
subkutanen  Verimpfung  der  Diphtheriebacillen,  wo  die  Erreger  sehr 
schnell  zerfallen  und  nur  spärlich  nachzuweisen  sind,  war  es  vielmehr 
wahrscheinlich,  daß  auch  das  bei  der  perkutanen  Infektion  entstehende 
Krankheitsbild  durch  das  von  den  eingeriebenen  Bakterien  erzeugte 
oder  durch  ihre  in  den  Körpersäften  erfolgende  Auflösung  frei  werdende 
Diphtheriegift  hervorgerufen  wird.  Dafür  sprach  vor  allen  Dingen  die 
Tatsache,  daß  rein  antitoxisches  Serum  —  prophylaktisch  oder  thera- 
peutisch angewandt  —  die  Entstehung  der  Hautveränderungen  und  den 
Eintritt  des  Todes  verhindert.  Zur  weiteren  Klärung  der  Frage  war 
es  jedoch  notwendig,  den  Mechanismus  der  perkutanen  Infektion  auf 
histologischem  Wege  näher  zu  untersuchen. 

Zur  histologischen  Untersuchung  stand  Hautmaterial  von  9  Meer- 
schweinchen und  2  Kaninchen  zur  Verfügung,  außerdem  die  inneren 
Organe  einer  ganzen  Reihe  weiterer  Tiere.  Auf  die  Befunde  an  den 
inneren  Organen  soll  aber  hier  nicht  eingegangen  werden,  da  sie  sich 
nicht  von  den  Befunden,  wie  sie  bei  auf  andere  Weise  infizierten  Tieren 
erhoben  werden,  unterscheiden,  an  anderer  Stelle  aber  noch  auf  diese 
Befunde  zurückzukommen  sein  wird. 

Histologische  Befunde  bei  perkutaner  Infektion  sind  in  der  Lite- 
ratur noch  sehr  wenig  beschrieben  worden.  Wir  können  um  so  eher 
auf  die  Besprechung  etwa  hierher  gehöriger  Arbeiten  verzichten,  als 
sich  solche  Befunde  von  mit  Diphtheriebacillen  perkutan  infizierten 
Tieren  nicht  finden,  sichei*  aber  die  Reaktion  der  Haut  von  der  Art  der 
einverleibten  Bakterien  abhängig  ist.  Das  geht  schon  daraus  hervor, 
daß  z.  B.  KÖNIGSFELD  ^)  bei  seinen  Versuchen  mit  perkutaner  Infek- 
tion mit  Tuberkelbacillen  keinerlei  Veränderungen  in  der  Haut  fand, 
während  bei  Infektion  mit  Diphtheriebacillen  recht  erhebliche  Ver- 
änderungen festzustellen  sind. 

Bei  der  Untersuchung  der  Haut  perkutan  infizierter  Tiere  sind  es 
zwei  Fragen,  die  von  besonderem  Interesse  sind,  nämlich  einmal  die 
Frage  nach  dem  Weg,  auf  dem  die  Diphtheriebacillen  eindringen,  ferner 
die,  wie  die  Haut  auf  diese  Bakterieninvasion  reagiert,  und  schließlich, 
ob  diese  Reaktion  den  sonst  bei  andersartiger  Infektion  mit  den  gleichen 
Bakterien  beobachteten  Veränderungen  entspricht. 

Die  Untersuchung,  wie  die  Bakteriendurchwanderung  stattfindet, 
wurde  an  nach  Gram  (Modifikation  von  KIJene-Weigert)  gefärbten 
Schnitten  vorgenommen,  für  die  Beantwortung  der  anderen  Fragen 
wurden  außerdem  Schnitte,  die  nach  den  gewöhnlichen  Methoden  (Hä- 


1)  H.  KöNiGSFBLD,   Centralbl.  f.  Bakt.,   Abt.  I,    Orig.,   Bd.  60,    1911, 
S.  28. 
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matoxylin-Eosin,    van  Gie^on,   FibrinfärbuDg)  gef&rbt  waren,  heran- 
gezogen. 

Zunächst  ist  die  Tatsache  hervorzuheben,  daß  die  Diphtheriebacillen 
nicht  imstande  sind,  die  völlig  intakte  Epitheldecke  der  Haut  von  Meer- 
schweinchen und  Kaninchen  zu  durchwandern.  Häufig  sieht  man  aaf 
der  Oberfläche  der  Epidermis,  besonders  in  kleinen  Buchten  derselben, 
ganze  Haufen  von  Diphtheriebacillen,  ohne  daß  es  auch  nur  ein  ein- 
ziges Mal  geglückt  wäre,  an  solcher  Stelle  in  dem  Gewebe  selbst  Stäb- 
chen njLchzuweisen.  Wohl  findet  man  hier  und  da  innerhalb  der  ver- 
hornten Epidermis  einzelne  Diphtheriebacillen,  doch  handelt  es  sich 
hierbei  zweifellos  um  ein  passives  Eindringen  als  Folge  des  mechani- 
schen Eingriffes  beim  Einreiben,  nicht  aber  um  aktives  Eiwandern. 
Auch  in  den  Haarbälgen  finden  sich  häufig  Badllenhäufchen ;  wir  möchten 
aber  auch*  hier  annehmen,  daß  diese  durch  den  mechanischen  Druck 
hierher  gelangt  sind.  Denn  sie  sind  fast  stets  nur  in  den  oberfläch- 
lichsten Teilen  zu  finden,  während  die  tieferen  Abschnitte  meist  voll- 
kommen frei  sind.  Nur  ganz  vereinzelt  gelingt  der  Nachweis  kleinster 
Bacillenansammlungen  auch  in  den  tiefen  Schichten.  Daß  aber  auch  eine 
Infektion  von  hier  aus  möglich  ist,  zeigt  die  Fig.  2  (Taf.  II),  auf  der  deut- 
lich zu  erkennen  ist,  daß  einzelne  Bacillen  in  den  Lymphspalten  neben 
dem  Haarschaft  liegen.  Dieser  Vorgang  ist  aber,  wie  gesagt,  äußerst 
selten  zu  beobachten.  Ob  eine  Vermehrung  der  Bacillen  in  den  Haar- 
bälgen stattfindet,  ist  schwer  zu  entscheiden,  nach  den  Bakterienmassen, 
die  man  dort  findet,  aber  durchaus  wahrscheinlich.  Daß  ihr  Aufenthalt 
an  dieser  Stelle  für  das  infizierte  Tier  nicht  ohne  Bedeutung  ist,  wird 
weiter  unten  gezeigt  werden. 

Der  Weg,  der  für  die  Infektion  vor  allem  in  Betracht  kommt,  ist  aber 
ein  anderer.  Man  findet  nämlich  häufig  kleinste  Substanzverluste  in  der 
oberflächlichen  Epidermis  und  kann  sehr  leicht  nachweisen,  daß  durch 
diese  kleinsten  Lücken  ganze  Haufen  von  Diphtheriebacillen  eindringen. 
Dicht  unter  der  Oberfläche  liegen  sie  noch  in  dicken  Massen  zusam- 
men, um  dann  nach  der  Tiefe  zu  immer  spärlicher  zu  werden;  schließ- 
lich in  den  Randpartien  findet  man  dann  zahlreiche  einzeln  gelagerte 
Diphtheriebacillen,  und  zwar  ausschließlich  in  den  Lymphspalten  ge- 
legen. Dieser  Befund  ist  immer  wieder  zu  erheben,  oft  sieht  man 
ganze  Strecken,  auf  denen  die  Bacillen  dicht  gedrängt  auf  der  Ober- 
fläche der  Epidermis  liegen,  und  nur  an  einer  kleinen  Stelle  entweder 
am  Rande  oder  auch  in  der  Mitte  des  Herdes  da,  wo  ein  kleiner  Epi- 
thelverlust vorhanden  ist,  findet  ein  Wandern  in  die  Tiefe  statt.  Sehr 
schön  ist  dieses  Eindringen  der  Bacillen  auf  Fig.  3  (Taf.  II)  zu  sehen, 
die  durch  Lumi^reaufnahme  hergestellt  wurdet- 

1)  Die  auf  den  Tafeln  reproduzierten  Abbildungen  wurden  nach  Auf- 
nahmen von  Herrn  H.  Maas,  wissenschaftlichem  Photographen  am  Oeorg- 
Speyer-Hause,  hergestellt. 
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Wenn  auch  in  diesen  Herden  ein  Eindringen  der  Dipbtberie- 
hacillen  in  die  Lymphspalten  fast  regelmäßig  festzustellen  ist,  so  scheint 
doch  ein  weiteres  Vordringen  in  die  tieferen  Hantschichten  nicht  zu 
erfolgen.  Nur  ein  einziges  Mal  konnten  wir  ein  einzelnes  Stäbchen 
auch  in  den  tieferen  Schichten  der  Cutis  nachweisen,  sonst  war  es  bei 
genauestem  Sachen  nicht  möglich,  einzelne  oder  gar  Häufchen  von 
Bacillen  in  den  tiefen  Schichten  oder  nur  in  einiger  Entfernung  der 
oben  geschilderten  Herde  zu  finden. 

Dieser  Befund  läßt  es  wahrscheinlich  erscheinen,  daß  nur  ein  Ein- 
dringen in  die  subepithelialen  Hautpartien,  aber  keine  Durchwanderung 
der  Hant  erfolgt.  Man  muß  also  annehmen,  daß  die  Diphtheriebacillen 
hier  ihre  Wirkung  entfalten,  d.  h.  Toxin  produzieren,  und  daß  das  Tpxin 
vom  Tierkörper,  wahrscheinlich  auf  dem  Lymphwege,  aufgenommen 
wird,  und  dann  seine  spezifische  Wirkung  entfalten  kann. 

Diese  Annahme  wird  auch  durch  die  Veränderungen,  die  im  Ge- 
webe festzustellen  sind,  bestätigt.  Denn  die  histologischen  Verände- 
rungen sind  gleichfalls  auf  die  äußersten  Hautschichten  beschränkt, 
und  zwar  sind  sie  meist  nur  in  den  subepithelialen  Partien  lokalisiert 
oder  finden  sich  in  der  nächsten  Umgebung  der  Haarschäfte. 

Der  histologische  Befund  ist  insofern  prinzipiell  von  dem 
der  Schleimhautdiphtherie  zu  unterscheiden,  als  sich  überhaupt  keine 
Fibrinausscheidung  findet.  Das  hervorstechendste  Merkmal  ist 
eine  umschriebene  Leukocytenan Sammlung,  eine  Abszeßbildung. 
Diese  Abszesse  finden  sich  überall  in  der  Umgebung  der  eingewan- 
derten Bacillen,-  meist  ohne  daß  zwischen  den  Leukocyten,  also  im 
eigentlichen  Innern  des  Abszesses,  Diphtheriebacillen  wären.  Vielleicht 
ist  die  Abszeßbildung  überhaupt  nur  auf  die  unmittelbare  Toxinwirkung 
zu  beziehen.  Dafür  spricht  der  Umstand,  daß  sich  auch  derartige 
kleine  Abszeßchen  in  der  Umgebung  der  Haarbälge  finden,  in  denen 
Diphtheriebacillen  liegen,  ohne  daß  eine  Bacillenauswanderung  fest- 
zustellen wäre.  Um  die  Bacillenhaufen  selbst  findet  sich  gewöhnlich 
erst  eine  nekrotische  Zone,  um  die  herum  die  Leukocytenanhäufung 
folgt.  Sehr  deutlich  tritt  dies  auf  den  Fig.  3  (Taf.  II)  und  4  (Taf  III) 
zutage. 

Außer  dieser  Abszeßbildung  um  die  Bakterienhaufen  findet  sich 
noch  eine  zweite  Form  von  Abszessen  innerhalb  der  Epithelschicht 
selbst  Das  Stratum  corneum  ist  nämlich  an  manchen  Stellen  bläschen- 
förmig abgehoben  und  in  den  dadurch  entstandenen  Bläschen,  die 
also  innerhalb  des  Stratum  lucidum  liegen,  finden  sich  massenhaft 
Leukocyten.  Sehr  deutlich  ist  dieser  Befund  auf  Fig.  5  (Taf.  III) 
zu  sehen. 

In  anderen  Präparaten,  besonders  von  Kaninchen,  ist  diese  intra- 
epitheliale Entzündung  mehr  flächenförmig.   Hier  findet  sich  im  Stratum 
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lucidum  erst  ein  starkes  Oedem,  dann  die  Durchsetzung  mit  LeokocjteD. 
In  diesen  Herden  sind  nun  meist  keine  Bacillen  nachweisbar,  manchmal 
aber  wohl  auf  der  Oberfläche  der  unverletzten  Epidermis.  Man  kann 
es  zwar  nicht  ausschließen,  daß  vielleicht  in  einem  der  benachbarten 
Schnitte  doch  ein  Substanzverlust  und  ein  Eindringen  von  Bacillen 
nachweisbar  wäre,  da  Serienuntersuchungen  üicht  gemacht  wurden, 
immerhin  muß  man,  besonders  nach  dem,  was  oben  über  die  Abszesse, 
die  um  die  Haarschäfte  herum  liegen,  gesagt  worden  ist,  auch  an  die 
Möglichkeit  denken,  daß  von  den  auf  der  Epidermis  gelegenen  Bacillen 
Toxin  produziert  würde,  und  daß  dieses  auch  die  unverletzte  Epi- 
dermis zu  durchdringen  fähig  wäre,  daß  also  auch  diese  Abszesse  nur 
auf  Toxin  Wirkung  zu  beziehen  ^nd. 

In  den  tieferen  Hautschichten  waren  niemals  irgendwelche  stär- 
keren Veränderungen  nachzuweisen,  wenn  auch  außer  Hyperämie  mit- 
unter einzelne  Leukocyten  in  den  tiefereren  Schichten  anzutreffen  sind. 

Der  Verlauf  ist  beim  Meerschweinchen  und  Kaninchen  im  ganzen 
der  gleiche;  beim  Kaninchen  trifft  man  nur  anscheinend  häufiger 
ein  Befallensein  der  Haarbälge,  auch  scheint  mitunter  die  Aus- 
breitung der  eingewanderten  Bacillen  weiter  als  beim  Meerschweincbec 
zu  gehen. 

Man  mußte  nun  daran  denken,  daß  die  geschilderten  Veränderungen 
nicht  durch  Diphtheriebacillen  oder  -toxin  hervorgerufen  würden,  sondern 
durch  den  Reiz  d^s  Rasierens  oder  des  Enthaarungsmittels.  Kontroll- 
untersuchungen von  Haut  von  Meerschweinchen,  die  nur  rasiert  oder 
enthaart  worden  waren,  ohne  daß  ihnen  Bakterien  eingerieben  worden 
wären,  oder  denen  nur  B.  prodigiosus  eingerieben  worden  war,  zeigten 
jedoch,  daß  in  diesen  Fällen  überhaupt  keine  Veränderungen  zu  be- 
obachten waren. 

Es  ist  oben  ausgeführt  worden,  daß  die  histologischen  Unter- 
suchungen die  Vermutung  nahelegten,  daß  es  sich  bei  einem  Teil  der 
Veränderungen  um  reine  Toxinwirkung  handle.  Es  wurde  daher  bei 
3  Meerschweinchen  auf^ie  geschorene  bzw.  rasierte  bzw.  mit  Caldum- 
sulfhydrat  enthaarte  Haut  reines  Diphtherietoxin  eingerieben.  Es  zeigte 
sich  nun,  daß  in  diesen  Fällen  die  Abszeßbildung,  wie  wir  sie  um  die 
Bacillenhaufen  und  die  Haarschäfte  beschrieben  haben,  fehlte,  daß  aber 
innerhalb  der  Epithelschicht  die  gleichen  Veränderungen  entstanden 
waren,  wie  bei  den  mit  Diphtheriebacillen  behandelten  Tieren.  Anch 
hier  fand  sich  das  Stratum  lucidum  stark  verbreitert,  ödematös  ge- 
quollen und  von  Eiter  durchsetzt.  Eine  bläschenförmige  Abhebung 
wurde  allerdings  in  den  untersuchten  Schnitten  nicht  so  stark  aus- 
gebildet gefunden,  wie  bei  den  mit  Bacillen  behandelten  Tieren. 
Es  geht  aber  aus  diesen  Versuchen  mit  Sicherheit  hervor,  dafi 
die  Toxinwirkung  auch  durch  die  unveränderte  Haut  hindurch  er- 
folgen kann. 
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Aus  den  Versuchen  ergibt  sich  also,  daß  bei  perkutaner  Infektion 
mit  Diphtheriebacillen  bei  Meerschweinchen  und  Kaninchen  das  Ein- 
dringen der  Diphtheriebacillen  hauptsächlich  oder  fast  ausschließlich 
durch  kleine  Epitheldefekte  erfolgt,  daß  ein  Einwandern 
auf  dem  Wege  der  Haarbälge  zwar  auch  möglich,  aber 
in  geringem  Maße  zu  beobachten  ist.'  Ein  Durchdringen  der 
intakten  Epitheldecke  konnte  niemals  gesehen  werden. 

Die  histologischen  Veränderungen  bestehen  in  Nekrose  und 
Leukocytenanhäufungen;  Fibrinausscheidung  fehlt. 

Die  Bakterieneinwanderung  und  somit  auch  die  histologischen  Ver- 
änderungen sind  nur  in  den  äußersten  Hautschichten,  besonders  in  dem 
subepithelialen  Gewebe  feststellbar.  Versuche,  die  Diphtheriebacillen 
im  Subkutan gewebe  bei  den  nach  perkutaner  Infektion  verendeten 
Tieren  kulturell  nachzuweisen,  verliefen  stets  negativ.  Man  muß  also 
annehmen,  daß  eine  starke  Toxinproduktion  erfolgt,  uud  daß  dann  das 
Toxin,  wohl  auf  dem  Lymphwege,  in  den  Körper  aufgenommen  wird. 
Die  übrigen  bei  den  infizierten  Tieren  zu  beobachtenden  Veränderungen 
sind  dann  auf  die  Toxinwirkung  zu  beziehen. 
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BrklSrrmg  der  Abbildangen. 

Tafel  I. 

Fig.  1.  MeerechweiDchen  oach  perkutaner  Infektion  mit  Diphtheriebacilk 
(Stamm  D.  14);  gestorben  nach  3  Tagen.  Hochgradige  Hyperämie  des  Babkatun 
Gewebes. 

Tafel  IL 

Fig.  2.  Einwandern  von  DiphtheriebaciUen  in  die  Lymphspalten  In  der  Um 
gebung  eines  Haarbalges.    Vergröfierung  750 : 1. 

Fig.  3.  Eindringen  von  Diphtheriebacillen  durch  einen  Epitheldefekt  Kekro^ 
in  der  Umgebung  des  Bacillenhäüfens.    Vergrößerung  800 :  L 

Tafel  IIL 

Fig.  4.  Einwandern  ron  Diphtheriebacillen  durch  einen  Epitheldefekt  DaDebeo 
größerer  Bacillenhaufen  auf  und  in  der  Hornschicht  der  intakten  Epidermis.  Nekio^ 
in  nächster  Umgebung  des  Bacillenhaufens;  weiter  nach  der  Tiefe  Abszefibüdoog. 
Vergrößerung  250:1. 

Fig.  5.  Bläschenförmige  Abhebung  der  Epidermis  durch  subepidermoidileD 
Abszeß.     Vergrößerung  42 : 1. 
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Inhaltsüberaiobt. 
Einldtang. 

Methodologische  VorbemerkuDgen. 
I.  Zur  Frage  der  Eigenscbaften  und  des  Vorkommens  dee  amboceptorbmdenden 
Oiganrezepton. 

a)  Die  Wirkung  von  thermischen  Einflüssen  auf  die  Organe. 

b)  Die  Alkoholldslichkeit  der  Organrezeptoren. 

II.  Ueber  den  Einfluß  des  Normalserums  auf  das  AmbozeptorbindungsvermOgen 

der  Organa 
III.  Ueber  das  Verhalten  der  Ambozeptorverbindungen  der  Organrezeptoren. 


Im  Mittelpunkt  der  Lehre  von  den  Antikörpern  steht  das  Problem 
der  Spezifität.  Einerseits  ermöglichen  es  die  spezifischen  Beziehungen 
zwischen  Antigenen  und  Antikörpern,  methodologisch  die  einen  Kom- 
ponenten der  Antigen- Antikörperreaktionen  als  Reagentien  fflr  die  Ana- 
lyse der  anderen  zu  benutzen;  andererseits  bildet  die  Spezifität  den 
Mittelpunkt  fflr  die  Verwendung  der  Antikörperwirkung  zum  Zwecke 
der  Sero;iiagnostik.  Die  Schwierigkeiten,  die  sich  insbesondere  in 
letzterer  Hinsicht  mit  dem  Fortschreiten  der  Forschung  entgegenzu- 
stellen schienen  und  durch  die  enge  Verknflpfung  des  Spezifitätsbe- 
griffes  mit  den  Prinzipien  zoologisch-systematischer  und  anatomisch- 
morphologischer Einteilung  gegeben  sind,  fanden  eine  befriedigende 
Lösung  durch  Ehrliohs  grundlegende  Konzeption  des  Re- 
zeptors, die  sich  aus  Ehrlich  und  Morgbnroths  Untersuchungen 
aber  die  hämolytischen  Serum  Wirkungen  ergab.  Spezifisch  sind 
aufGrund  dieser  Anschauung  nicht  mehr  die  Beziehungen 
zwischen  Zelle,  bzw.Organen  und  Geweben  und  den  ent- 
sprechenden Antiseris,  sondern  nur  noch  dieBeziehung 
zwischen  den  Rezeptoren  und  den  korrespondierenden 
Antikörpern. 

Die  Rezeptoren  erscheinen  in  der  Betrachtungsweise  Ehrlighs  als 
i,Partialfunktionen^  der  Zellen  und  Gewebe,  als  biochemische 
Strukturen,  die  im  einzelnen  nicht  mehr  artspezifisch  sein  müssen, 
sondern  die  erst  in  ihrer  Zusammensetzung  ein  artspezifisches  Gepräge 

Arb.  a.  d.  Inst.  f.  exp.*Ther.  u.  d.  Georg  Speyer-Haiue  su  Frankfurt  a.  M.   IX.  3 
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erhalten  können.  Für  den  einzelnen  Rezeptortyp  ergibt  sich  so  ge- 
wissermaßen eine  topographisch-anatomische  Biochemie,  die  sich  keines- 
wegs aprioristisch  bestimmen  läßt,  deren  Kenntnis  vielmehr  erst  auf 
Grund  umfassender  vergleichender  Untersuchungen  erschlossen  werden 
kann.  Derselbe  Rezeptor  kann  sich  demnach  bei  den  verschiedensten 
Arten  vorfinden,  unter  Umständen  aber  auch  auf  eine  bestimmte  Tierart 
beschränkt  sein,  wie  es  z.  B.  für  die  Rezeptoren  des  Linseneiweißes  oder 
des  Milchkase'jns  der  f'all  zu  sein  scheint. 

Für  den  Standpunkt  Ehrlighs  konnte  es  daher  nicht  als  ein 
Durchbrechen  der  gewiesenen  theoretischen  Bahnen  erscheinen,  als 
FoRSSMAN^)  die  interessante  Tatsache  feststellen  konnte,  daß  man 
durch  Immunisieren  mit  Organen  von  Meerschweinchen  und  anderen 
Tierarten  hämolytische  Immunkörper  für  Hammelblut  erzeugen  kann. 
Allerdings  glaubte  Forssman  zunächst  aus  den  von  ihm  erhobenen 
Befunden  auf  prinzipielle  Abweichungen  von  den  sich  aus  der  Lehre 
Ehrlighs  ergebenden  Folgerungen  schließen  zu  müssen;  jedoch  er- 
gaben bereits  die  aus  dem  hiesigen  Institut  hervorgegangenen  Unter- 
suchungen von  Orüdsghiew*)  eine  prinzipielle  Gleichwertigkeit  der 
Feststellung  Forssmans  mit  den  Grundlagen  der  Rezeptorentheorie. 

Danach  muß  im  Mittelpunkt  der  Betrachtung  die  Erkenntnis  stehen, 
daß  der  Antigenapparat  der  verschiedenartigen  Organe, 
die  Hammelblutambozeptoren  erzeugen  können,  nicht 
vollkommen  identisch  mit  dem  Antigenapparat  der  Ha m- 
melblntkörperchen  ist.  Vielmehr  handelt  es  sich  um 
eine  partielle  Rezeptorengemeinschaft,  derart,  daß  das 
Hammelblut  (und  das  gleiche  gilt  für  das  Ziegenblut)  eine  Rezeptorqoote 
enthält,  die  sich  gleichzeitig  an  den  Organen  des  Meerschweinchens  und 
anderer  Tierarten  vorfindet,  daß  aber  jedes  der  beiden  Antigene  außer- 
dem besondere  Rezeptorsysteme  enthält,  die  dem  anderen  fehlen. 
• 

80  erklärt  es  sich,  dafi  ein  Organantiserum,  das,  wie  Frisdbkrgibr  und 
ScHiPF^)  es  ausdrücken,  „heterogenetisch^*  auf  Hammelblut  wirkt, 
in  dem  Oehalt  an  Hammelblutambozeptoren  einfacher  gebaut  ist,  als  ein 
„isogenetisches",  durch  Hammelblutimmunisierung  gewonnenes  Immunserum. 
Denn  das  letztere  enthält  auch  eine  große  Anzahl  von  Hammelblutambo- 
zeptoren, für  die  in  den  Meerschweinchenorganen  die  entsprechenden  Re- 
zeptoren fehlen,  während  das  Meerschweinchenorganantiserum  selbstver- 
ständlich nur  diejenigen  Ambozeptoren  enthält,  für  die  in  den  Organen 
korrespondierende  Rezeptoren  vorhanden  sind.  Der  Beweis  dafür  ist  im 
Anschluß  an  die  Versuche  Forssm ans  bereits  durch  Orudschibw  durch  die 
Ergebnisse  der  Bindungsversuche  geführt  worden. 

In  sehr  eleganter  Weise  hat  die  Differenzierung  der  beiden  Reoeptor- 
fraktionen  auch   die  Feststellung   von  Dörr   und  Pick^)  gezeigt,   daß  die 

1)  Forssman,  Bioch.  Zeitschr.,  Bd.  37,  1911,  S.  78. 

2)  Orudschibw,  Zeitschr.  f.  Immunitatsforsch.,  Bd.  16,  1913,  S.  2G8. 

3)  Fribdberobr  und  Schiff,   Berl.  kiin.  Wochenschr.,   1913,    Nr.  84. 

4)  Dörr  und  Pick,  Bioch.  Zeitschr.,  Bd.  50,  1913,  S.  129. 
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mit  den  Organen  gemeinsame  Rezeptorfraktion  des  Hammelblntes  koch- 
beständig ist,  während  die  nur  dem  Hammelblut  zukommenden  Rezeptoren 
beim  Erhitzen  auf  100^  ihre  Funktion  einbüßen.  Diese  Tatsache,  im 
Verein  mit  der  für  diesen  Zweck  brauchbaren  Verteilung  des  in  Frage 
kommenden  Organrezeptors  in  der  Tierreihe,  bot  Sachs  und  Georgia)  zu- 
gleich die  Möglichkeit,  das  ambozeptorbindende  Vermögen  der  Organ- 
rezeptoren  zum  Nachweis  von  Pferdefleisch  oder  Pferdefleischverfälschungen 
im  weitesten  Umfange  heranzuziehen.  Denn  durch  die  Kochbestän- 
digkeit der  Organrezeptoren  gelingt  der  Nachweis  von  Pferdefleischbe- 
ätandteilen  mit  der  SAGHS-GsoBOischen  Methode  auch  mit  gekochtem  Ma- 
terial und  ist  dadurch,  wie  das  auch  die  Untersuchungen  Bauers')  be- 
stätigt haben,  allen  anderen  Verfahren  zum^Nachweis  von  Pferdefleisch  in 
Fleisch-  und  Wurstwacen  überlegen. 

Trotzdem  sich  nach  alledem  das  Verhalten  der  Organrezeptoren  für 
Hammelblut  unseren  Kenntnissen  über  die  allgemeine  Biochemie  der  Re- 
zeptoren zwauglos  einfügt,  mußte  doch  die  eigentümliche  und  einem  er- 
kenntlichen System  nicht  folgende  Verteilung  dieser  Rezeptorquote  in  der 
Tierreihe  als  neuartig  überraschen.  Die  Rezeptorengemeinschaft  bei  so 
fernstehenden  Tierarten  wie  Meerschweinchen,  Pferd,  Hund  usw.  einerseits, 
das  Fehlen  bei  Kaninchen,  Rind,  Schwein  und  anderen  ^ehr  konnte  auf 
Qrnnd  vergleichender  zoologischer  Prämissen  nicht  verständlich  sein.  Es 
handelt  sich  in  der  Tat  um  zwei  Tiertypen,  die  sich  völlig  regellos  gegen- 
überstehen, und  zwar  kann  man  diejenigen  mit  ambozeptorbindenden  Fähig- 
keiten «nach  .dem  Vorgang  von  Bail  und  Mabqulibs  als  Meerschweinchen- 
typ, die  anderen  kurz  als  Kaninchentypus  bezeichnen.  Bei  dieser  nur 
empirisch  entstehenden  Differenzierung  nach  dem  Vermögen  der  Organe, 
Ambozeptoren  (und  zwar  für  Hammelblut)  zu  bilden  und  zu  binden,  er- 
gaben sich  naturgemäß  eine  Reihe  von  Bedenken  und  Fragen,  wie  diese 
ganz  wahllose  Verteilung  zu  erklären  wäre,  und  ob  nicht  hier  doch  ein 
anderer  Modus  der  Antikörperentstehung  bzw.  der  Aufhebung  der  Anti- 
körperwirkung vorliegen  könnte,  als  bei  den  eigentlichen  Rezeptoren  im 
Sinne  Ehblichs.  Ungewöhnt  war  zudem  die  hohe  Kochbeständigkeit  der 
wirksamen  Rezeptorfunktion. 

Bei  der  Erklärung  des  Tatsachenmaterials  vom  Standpunkte  der  Re- 
zeptorengemeinschaft war  zugleich  in  den  Arbeiten  von  Forssman  und 
Hintzb'),  Obüdschibw*)  sowie  Dörr  und  Pick*),  Sachs  und  Nathan«) 
versucht  worden,  die  sogenannte  primäreAntiserum-Anaphylaxie, 
die  beim  Meerschweinchen  gegenüber  Immunseris  und  vornehmlich  gegen- 
über Hammelantiseris  besteht,  dadurch  zu  erklären,  daß  eine  Fartialquote 
der  Antikörper  auf  Meerschweinchenorganrezeptoren  übergreift  und  derart 
für  das   Meerschweinchen   zu   einem   Oift   wird.     Die   Richtigkeit   dieser 


1)  Sachs  und  Oborgi,    Zeitschr.  f.  Immunitätsforsch.,    Bd.  21,    1914, 
S.  342. 

2)  Bauer,  Zeitschr.  f.  Fleisch-  u.  Milchhyg.,  Jahrg.  27,  1917,  Heft  7, 
8.  97. 

3)  Forssman  und  Himtzb,  Bloch.  Zeitschr.,  Bd.  44,  1912,  S.  886. 

4)  Obudsohibw,  1.  c. 

5)  DöRB    und    Pick,    Zeitschr.    f.    Immunitätsforsch.,    Bd.  19,    1918, 
S.  261. 

6)  Sachs  und  Nathan,   Zeitschr.  f.  Immunitätsforsch.,   Bd.  19,    1918, 
8.  235. 
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Auffassung     ist    allerdings    von    FRiEDBBRasB    und    Gk>RBTTi^)    bestritten 
worden. 

Sa  hat  das  Studium  der  durch  Organimmunisierung  gewoDuenen 
Hammelblutantikörper  und  ihrer  Antigene  eine  Reihe  von  Problemen 
aufgerollt,  die  sowohl  fflr  die  Immunitätslehre  als  auch  von  allgemein 
biologischen  Gesichtspunkten  aus  von  großem  Interesse  erscheinen. 
Im  folgenden  möchte  ich  mir  daher  über  Untersuchungen  zu  berichten 
erlauben,  die  die  Analyse  einer  Reihe  von  Fragen  aus  diesem  bedeut- 
samen Kapitel  der  Immunitätswissenschaft  betreffen,  und  deren  Er- 
gebnisse, wie  ich  glaube,  unsere  Kenntnisse  dieses  Gebietes  zu  er- 
gänzen und  zu  erweitern  geeignet  sind. 

Methodologische  Vorbemerkungen. 

Bei  meinen  Versuchen  habe  ich  mich  ausschließlich  der  Meerschwein- 
chen- und  der  Kaninchennierensuspension  bedient.  Die  frischen  Nieren 
wurden  hierzu  nach  Passieren  durch  die  Fleischmaschine  im  Mörser  xer- 
rieben.  Nach  Pressen  durch  ein  weit-  und  dann  ein  ganz  engmaschiges 
Drahtnetz  wurde  das  feine  Material  mit  der  5-fachen  Menge  physiologi- 
scher (0,85-prQz.)  Kochsalzlösung  aufgeschwemmt.  Hierauf  wurde  zentri- 
fugiert  und  das  Sediment  auf  das  ursprüngliche  Volumen  mit  Kochsalz- 
lösung aufgefüllt.  Nach  zweimaligem  Wiederholen  dieses  Vorganges  wurde 
die  derart  erhaltene  Aufschwemmung  meist  über  Nacht  eingefroren.  Vor- 
sichtig aufgetaut,  war  nach  dem  Zentrifugieren  der  Abguß  wieder  recht 
trübe,  blieb  aber  nach  3maligem  Waschen  zuletzt  klar.  Die  so  gewon- 
nene, mit  Kochsalzlösung  aufgefüllte  Suspension  wurde  zu  den  Verauchen 
verwandt. 

Als  Antisera  dienten  mehrmals  mit  dieser  Suspension  vorbebandelte 
Kaninchen,  die  einen  hämolytischen  Titer  für  Hammelblüt  von  mindestens 
1  ;  1000  aufwiesen. 

Die  Digestion  der  Suspension  mft  den  verschiedenen  Serie  wurde  im 
Zentrifugierröhrchen  vorgenommen  und  dauerte  im  Brutschrank  gewöhn- 
lich 3/^  bis  1  Stunde.  Hierauf  wurde  zentrifugrert.  Die  Bestimmung  des 
Ambozeptorgehaltes  der  derart  vorbehändelten  bzw.  der  uativen  Hera 
wurde  in  der  üblichen  Weise  durch  Mischen  absteigender  Mengen  mit 
0,5  ocm  Hammel blutauf schwemmung  und  0,05  ccm  frischen  Meerschwein- 
chenserums vorgenommen,  wobei  das  Gesasfttvolumen  in  der  Regel  1,6  ccm 
betrug.  Meist  erfolgte  der  Komplementzusatz  erst  nach  einem,  1  Stunde 
lang  dauernden  Aufenthalt  von  Serum  und  Hammelblutgemisch  im  Brut- 
schrank. Es  ist  diese  zweizeitige  Anordnung  deshalb  empfehlenswert, 
weil  die  durch  Digestion  mit  Organsuspensionen  erhaltenen  Serumabgüsse 
Organbestandteile  enthalten  können,  denen,  wie  den  Organeztrakten  über- 
haupt, antikomplementäre  Wirkungen  zukommen.  Durch  vorhergehendes 
Digerieren  der  Serumabgtisse  mit  Hammelblut  wird  die  Sensibilisierung 
der  letzteren  eintreten,  so  daß,  wenigstens  bei  erst  später  folgendem  Kom- 
plementzusatz, antikomplementäre  Einflüsse  auf  ein  Minimum  vermindert  sind. 
Wo  es  notwendig  erschien,  wurde  durch  die  Methode  des  Ambozeptor- 
bindungs Versuches    (Komplementzusatz    zu   dem   nach   dem   Zentrifagieren 

1)  F&iBDBäROBB  und  GoRBTTi,  Zoitschr.  f.  Immunit&tsforsch.,  Bd.  21, 
1914,  S.  91. 
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erhaltenen  Sediment  von  Hammelblnt,  das  mit  dem  Seramabgnfi  digeriert 
worden  war)  die  Klippe  der  antikomplementären  Wirkung  umgangen. 

Die  Ablesung  der  Resultate  erfolgte,  wenn  nicht  mehrmals,  spätestens 
nach  2-8tündigem  Aufenthalt  der  Versuchsröhrchen  im  Brutschrank.  Ge- 
leite ntl  ich  blieben  auch  die  Reagenzglasgestelle  bis  zur  Beurteilung  über 
Naebt  im  Eisschrank. 

Der  Orad  der  eingetretenen  Hämolyse  ist  in  der  Tabelle  durch  fol- 
gende Abkürzungen  gekennzeichnet: 

keine  Hämolyse       »a  Q  mäßige  Hämolyse  =  m 

Spürohen-     „  =  Spch       starke  „  =  st 

Spur-  „  =  Sp  fast  komplette  Hämolyse  =  fk 

wenig  „  =aa  w  komplette  „         =«  k 

I.  Zar  Frage  der  Elgensehaften  und  des  Vorkommens 
des  ambozeptorblndenden  Organrezeptors. 

Das  Studium  des  Bindungsvermögens  der  Organe  für  Hammel- 
blutambozeptoren  hat  einerseits  dadurch  ein  besonderes  Interesse,  daß, 
wie  schon  Dörr  und  Pigk^)  gezeigt  haben,  die  ambozeptorbindende 
Antigenfunktion  des  Organs  gegenüber  schädigenden  Einflössen  (Siede- 
temperatur, Alkohol)  außerordentlich  resistent  ist.  Andererseits  ergibt 
sich  aber  gerade  aus  diesem  Umstand  die  Möglichkeit  zu  einer  er- 
weiterten Analyse  Aber  das  Vorkommen  der  ambozeptorbindenden  Or- 
ganrezeptoren bei  verschiedenen  Tierarten.  Die  ohne  jede  Gesetz- 
mäßigkeit erscheinende  Verteilung  des  Rezeptors  in  der  Tierreihe  könnte 
ja  Qur  scheinbar  sein.  Bei  denjenigen  Tierarten,  denen  das  Ambo- 
zeptorbindungsvermögen  der  Organe  fehlt,  könnte  es  sich  um  eine 
Larvierung  der  Rezeptorfunktionen  handeln,  in  dem  die  Rezeptoren 
zwar  vorhanden,  aber  durch  die  gleichzeitige  Gegenwart  von  normalen 
Antikörpern  gegen  diese  .Antigene  ihrer  Fuilktion  beraubt  sind.  Es 
handelt  sich  hier  um  eine  Annahme,  die  im  engsten  Zusammenhange 
steht  mit  den  Erörterungen  von  Bail  und  Margulibs*),  sowie  von 
Friedbmann  ^).  Insbesondere  bat  sich  aus  den  Untersuchungen 
Friedbmanns  ergeben,  daß  gerade  diejenigen  Tierarten,  deren 
Organen  das  Ambozeptorbindungsvermögen  fehlt,  im 
Blutserum  normale  Hammelblutambozeptoren  besitzen, 
und  zwar  ^heterophile*^  Hammelblutambozeptoren,  d.h.  solche,  die 
von  den  Organen  des  andersartigen  Tiertyps  gebunden  werden.  Bail 
und  Margulibb  haben  andererseits  auf  die  Beeinflußbarkeit  des  Bin- 
dungsvermögens der  Organe  vom  Meerschweinchentyp  durch  das  Serum 
der  Tierarten  vom  Kaninchentyp  aufmerksam  gemacht,  ein  Verhalten, 
auf  das  ich  später  noch  ausführlich  zurückkomme. 

1)  Dörr  und  Pick,  1.  c. 

2)  Bail  und  Maroulibs,  Zeitschr.  f.  Iminunitätsforsch.,  Bd.  19,  1913, 
S.  185. 

3)  Fribdbmann.  Biochem.  Zeitschr.,  Bd.  80,  1917,  8.  833. 
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Diese  Feststellungen  können  um  so  mehr  den  Gedanken  nahelegen, 
daß  die  Organe  gewisser  Tierarten,  z.  B.  des  Kaninchens,  nur  deshalb 
kein  Ambozeptorbindungsvermögen  besitzen,  weil  ihre  Rezeptoren  be- 
reits durch  normale  Antikörper  abgesättigt  sind,  wie  denn  auch  Friede- 
mann erörtert,  daß  bei  dem  gleichzeitigen  Vorhandensein  von  Antigen 
und  Antikörper  im  Organismus  die  Existenz  der  einen  Komponente 
die  Nachweisbarkeit  der  anderen  ausschließen  würde.  Die  außerordent- 
liche Resistenz  der  ambozeptorbindenden  Organrezeptoren  wQj-de  aber 
an  die  Möglichkeit  denken  lassen,  die  Gegenwart  der  etwa  nur  durch 
Antikörperwirkung  larvierten  Rezeptoren  durch  eine  Restitution  der 
letzteren  aus  ihrer  Antikörperverbindung  zu  demonstrieren,  ähnlich 
wie  zuerst  Morgenroth  0  am  Beispiel  der  resistenten  Schlangengifte 
die  Wiedergewinnbarkeit  der  Toxine  aus  ihren  Antitoxinverbindungen 
gezeigt  hat.  In  gleichem  Sinne  kann  man  auch  die  Alkohollöslichkeit 
der  Organrezeptoren  zur  Analyse  heranziehen.  Meine  Versuche  in 
dieser  Richtung  bezweckten  daher  zunächst,  die  Stabilität  der  ambo- 
zeptorbindenden Organrezeptoren  quantitativ  zu  untersuchen,  so- 
dann dieRestituierbarkeit  der  Rezeptoren  nach  ihrer  Absättigung 
mit  Antikörpern  zu  erweisen,  und  endlich  «festzustellen,  ob  es  möglich 
ist,  auf  entsprechendem  Wege  nichtbindenden  Organen  des  Kaninchen- 
typs durch  die  in  Frage  kommenden  Eingriffe  ein  Ambozeptorbindungs- 
vermögen zu  verleihen. 

a)  Die  Wirkung  von  thermischen  Einflüssen 
auf  die  Organe. 
Bail  und  Margülies*)  konnten  die  von  Dörr  und  Pick^)  über 
die  ausgesprochene  Kochsalzbeständigkeit  der  Meerschweinchenorgan- 
rezeptoren erhobenen  Gfefunde  nicht  nur  bestätigen,  sondern  zugleich 
angeben,  daß  das  Ambozeptorbindungsvermögen  der  Meerschweinchen- 
organe  durch  Kochen  erhöht  wird.  Auch  Sachs  und  Georoi^)  haben 
über  die  gleichen  Erfahrungen  berichtet  und  konnten  die  ausgespro- 
chene Thermoresistenz  der  Organrezeptoren  um  so  vorteilhafter  zu 
ihrem  darauf  beruhenden  Verfahren  des  Pferdefleischnachweises  be- 
nutzen. In  meinen  weiteren  Versuchen  habe  ich  allerdings  gelegentlich 
beobachtet,  daß  durch  das  Erhitzen  der  Organe  das  Ambozeptorbin- 
dungsvermögen zwar  nicht  aufgehoben,  aber  doch  deutlich  abgeschwächt 
werden  kann,  wie  es  das  folgende  Versuchsbeispiel  zeigt: 

Es  worden: 

I.  a)  1,5  ccm  Meerschweinchennierensuspension 
b)0,5     „ 

1)  MoRGBNBOTH,  Borl.  kliu.  Wochenschr.,  1905,  No.  60. 

2)  1.  c. 

3)  1.  c. 

4)  Sachs  und  Gbobqi,  1.  c. 
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IL  a)  1,6  ccm  Y,  Stande  auf  100  <^  erhitzte  Meerschweinchennieren- 
Suspension 
b)  0,5     „     Y2  Stunde  auf  100  ^  erhitzte  Meerschwein chennieren- 
Suspension 
mit  je  2,5  ccm  20-fach  verdünnten  Meerschweinchennierenantiserums  (Ge- 
samtvolumen 5  ccm)  1  Stunde  im  Brutschrank  bei  37  ^  digeriert. 

Die  durch  Zentrifagieren  gewonnenen  Abgüsse  wurden  auf  ihren  Ge- 
halt an  Hammelblutambozeptoren  geprüft,  unter  gleichzeitiger  Bestimmung 
des  Ambozeptortiters  des  nativen,  40- fach  verdünnten  Meersohweinchen- 
nierenantiserums  (III). 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  1. 


Tabell( 

B  1. 

Mengen  dea  40- 

Hämolvse  von  0,5  ccm  HammelblataufschwemmanK  durch  0,05  ccm 

Meerffchweinchenseram  und  absteigende  Mengen  Meerschweinchen- 

antiseramfl : 

fach  verdünnten 

Meerschwein- 
chenantiBerumB 

1. 

vorbehandelt  mit  roher 
Meerschweinchenniere 

IL 
vorbehandelt  mit  ge- 
kochter Meerschweinchen- 
niere 

m. 

nativ 

ccm 

a)  1,5  ccm 

b)  0,5  ccm 

a)  1,5  ocm 

b)  0,5  ccm 

1,0 

0,5 

0,25 

0,15 

0,1 

0,05 

0,025 

0,015 

8'' 

Spur 
Spürchen 
0 
0 
0- 
0 
0 
0 
0 
0 

kompl. 
mfißig 
wenig 

0 
0 
0 
0 
0 

kompl. 

f.  kompl. 

wenig 

Spur 

Spürchen 

0 

0 

0 

0 

0 

kompl. 

» 

mäßig 
wenig 
Spürchen 
0 
0 
0 
0 

kompl. 

11 
11 

11 

f.  kompl. 

stark 

mäßig 

0 

0 

Wie  die  Tabelle  zeigt,  hat  die  Meerschweinchennieren- 
suspension  durch  das  Erhitzen  auf  100^  in  diesem  Ver- 
such nicht  unwesentlich  an  Ambozeptorbindungsver- 
mögen  abgenommen,  wenn  auch  ein  erheblicher  Teil 
erhalten  und  die  Thermoresistenz  der  Organrezeptoren 
so  bestätigt  ist. 

In  anderen  Fällen  war  freilich  die  Abnahme  der  Bindungskraft, 
wenn  überhaupt  vorhanden,  weit  weniger  ausgesprochen.  Immerhin 
läßt  sich  aus  meinen  Versuchen  auf  gewisse  Variationen  der  quantita- 
tiven Bedingungen  schließen,  deren  Ursachen  nicht  ohne  weiteres  fest- 
stellbar sind.  Meine  Erfahrung  deutet  darauf  hin,  daß  sich  verschiedene 
Herstellungen  von  Meerschweinchennierensuspension  nicht  immer  gleich- 
mäßig verhalten,  und  es  schien  mir  bei  ganz  frisch  bereitetem  Material 
die  Thermoresistenz  stärker  zu  sein,  bzw.  sogar  das  Bindungsvermögen 
nach  dem  Erhitzen  im  Sinne  von  Bail  und  Margulies  eher  zuzu- 
nehmen, als  bei  älteren  Organaufschwemmungen. 

Es  scheint  mir  daher  möglich  zu  sein,  daß  sekundäre  Momente 
das  Versuchsergebnis  beeinflussen  können,  und  in  diesem  Sinne  sprechen 


40 


W.  Georgi, 


vielleicht  Versuche,  ans  deoen  sich  ergeben  hat,  dafi  man  durch  Zusatz 
von  Alkali  beim  Kochen  das  Bindungsvermögen  weit  besser  erhalten 
kann,  wenn  es  beim  Erhitzen  im  neutralen  Medium  eine  nennenswerte 
Abnahme  erfährt.    In  diesem  Sinne  spricht  z.  B.  folgender  Versuch: 

Je  1  com  MeerBchweinchenniereiisaBpension  werden : 

a)  nativ, 

b)  nach  ^s'^^tfindtgem  Erhitzen  auf  100  ^ 

c)  .      Vi-         »  "  «1000, 

unter  Zusatz  von  0,46  ccm  normal/lO  NaOH  und  sp&terem  Nea- 
tralisieren  mit  0,46  ccm  normal/ 10  Salzsaare 

mit  je  2,6  com  10-faoh  verdünnten  Meerschweinchennierenantiserams  (Vol. 

6  com)  1  Stundp  lang  im  Brutschrank  digeriert 

Die  h&molj tische  Wirksamkeit  der  durch  Zentrifugieren  gewonneneD 

AbgOsse  sowie  des  nativen  20-fach  verdünnten  Heerschweinchennierenanti- 

Serums  (d)  ist  aus  Tabelle  2  ersichtlich. 

Tabelle  2. 


Mengen  dee 
20-fMh  ver- 
dünnten Meer- 
schweiDchen- 
nierenaoti- 
seroms 

ccm 


0^6 

0,15 

0,1 

0,05 

0,025 

0,015 

0,01 

0,005 

0,0025 

0 


HämoWse  von  0,5  ccm  HammelblntaufBchwemmuDg 
durch  0,05  ccm  Meerschweinchensenim  und  abetetgende 
Mengen  MeerBchweinchenniereDaDtieerums 


▼orbehandelt  mit  Meerschweinchen- 
nierensuApenBion 


a)  nativ 

b)  auf  100* 
erhitzt 

stark 

kompl. 

m&flig 

it 

wenig 

if 

^^P^i" 

stark 

Spurchen 

wenig 

0 

Spur 

0 

f. 

0 

Spürchen 

0 

>f 

0 

0 

c)  auf  100» 

mit  NaOH 

erhitzt 


kompl. 
stark 
mäßig 
wenig 
Spur 
Spfiichen 

0 

0 

0 

0 


d)  nicht  vor- 
b^andelt 


kompl. 


f.  kompL 

maflig 

0 


Aus  der  Tabelle  ergibt  sich  zwar  wiederum  eine  Abnahme  des 
Bindungsvermögens  durch  das  Erhitzen  auf  100*,  jedoch  ist,  wie 
Reihe  c)  zeigt,  die  Abnahme  bei  weitem  schwächer,  wenn 
das  Kochen  der  Organsuspension  bei  alkalischer  Reak- 
tion erfolgt  Es  handelt  sich  also  hier  gewissermaßen  um  einen 
Schutz,  den  der  Zusatz  der  Natronlauge  bedingt,  und  ich  habe  diese 
Schutzwirkung  fast  immer  mehr  oder  weniger  stark  beobachten  können, 
so  daß  auch  bei  nur  relativer  Thermoresistenz  nicht  selten  durch  alka- 
lische Reaktion  ein  vollständiges  Erhalten  oder  sogar  eine  Verstärknog 
des  Bindungsvermögens  durch  Kochen  der  Organmaterials  möglich  war. 

Die  Feststellung  des  begünstigenden  Einflusses  alkalischer  Reak- 
tion  auf  die  Thermoresistenz  der  Organrezeptoren  war  von  Bedeatang 
für  die  weitere  wichtige  Frage,  ob  es  gelingt,  aus  den  mit  Meer- 
schweinchennierenantiserum  vorbehandelten  Organen 
den  Rezeptor  in  funktionsfähigem  Zustande  wiederza* 
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gewinnen.    Zar  Entscheidang  dieser  Frage  bin  ich  folgendermaßen 
vorgegangen  : 

Es  warden  je  1  ccm  MeerschweinchenniereDsuBpenBion  mit  2,5  ccm 
lOfach  verdünnten  MeerBchweinchennierenantiBerums  (Volumen  5  ccm) 
1   Stande  bei  37®  digeriert  und  abzentnfngiert. 

In  Reihe  a)  wurde  der  Ambozept orgehalt  dea  derart  erhaltenen  Ab- 
gusses, also  das  Bindungsvermögen  der  primären  Organaufschwemmung 
ermittelt. 

In  R  e  i  h  e  b)  wurde  die  Bindungskapazität  der  bereits  mit  Antiserum 
vorbehandelten  MeerBchweinohennierenBuspension  festgestellt,  indem  das 
zunftchst  erhaltene  Sediment  nochmals  unter  gleichen  quantitativen  Ver-' 
haltnissen  mit  Meersohweinchennierensuspension  vorbehandelt  und  der  Ab- 
guß geprüft  wurde. 

In  Reihe  c)  wurde  das  zunächst  Yi  Stunde  lang  auf  100®  erhitzte 
primäre  Sediment  mit  Meerschweinchennierenantiserum  digeriert:  Prüfung 
des  Abgusses. 

In  Reihe  d)  wurde  das  prim&r  erhaltene  Sediment  unter  Zusatz  von 
0,46  ccm  normal/ 10  NaOH  ^t  Stunde  lang  auf  100®  erhitzt,  mit  0,46  ccm 
normal/10  HCl  neutralisiert  und  sodann  wiederum  mit  Meerschweinchen- 
nierenantiserum behandelt:  Prüfang  des  Abgusses. 

In  Reihe  e)  wurde  der  Ambozeptorgehalt  des  nativen  20-fach  ver- 
dünnten MeerschweinchennierenantiBerumB  bestimmt. 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  3. 

Tabelle  3. 


Häinoljse  von  0,5  ccm  HammelblutaufBchwemmung 

Mengen  des  20- 
fachverdüiinten 

durch  0,05  ccm  Meerschweincheosemm 

und  abstei- 

gende  Mengen  MeenchweinchennierenantiserumB, 

Meerachwein- 

▼orbehandeit  mit  Meenchweinchenniere 

channifiren- 

antiserums 

beladen  mit  Antiserum 

e)  unvor-  . 
behandelt 

ccm 

a)  nativ 

b)  roh 

c)  100« 

d)  100» 
4- NaOH 

^^ 

stark 

kompl. 

kompl. 

stark 

komplett 

0^5 

mäßig 

»1 

n 

mäfiig 

0,15 

wenig 

n 

ff 

Spur 

0,1 

Spürchen 

9) 

n 

1) 

^'55 

-    0 

f.  kompl. 

Stark 

Spürchen 

0,026 

0 

n 

n 

0 

0,015 

0 

mäßig 

mäfiig 

0 

0,01 

0        1    wenig 

wenig    1        0 
Spürchen        0 

0,005 

0        ,     Spur 

0,0025 

0        1        0 

0 

f.  kompl. 

0 

0 

0 

0 

0 

mäfiig 

Ein  Vergleich  der  Reihen  a)  and  b)  der  Tabelle  zeigt  zunächst, 
daß  das  Bindangevermögen  der  Meerschweinchennierensaspension  darch 
primäre  Vorbehandlung  mit  Meerschweinchennierenantiserom  stark  ab- 
genommen hat,  wenn  aach,  wie  ein  Vergleich  mit  der  Kontrollreihe  e) 
ergibt,  nicht  ganz  erloschen  ist.  Durch  das  Kochen  dieser  anti- 
körperbeladenen  Meerschweinchenniere  (Reihe  c)  ist  es 
aber  nicht  gelangen,  einen  wesentlichen  Teil  des  Bin- 
dungsvermögens  wiederherzustellen.    Es  darf  dahingestellt 
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bleiben,  ob  die  Ursache  hierfür  vorwiegend  durch  eine  relative  Thermo- 
labilität  der  Rezeptoren  bedingt  ist,  oder  ob  die  an  die  Organe  ver- 
ankerten Ambozeptoren  eine  erhöhte  Thermoresistenz  besitzen,  wie  das 
Friedberoer  und  Pingzower  ^)  für  die  gebundenen  Antikörper  auf 
Grund  ihrer  Versuche  angenommen  haben.  [Vergleiche  jedoch  hierzu 
die  Arbeiten  von  Bessau^);  siehe  auch  Friedberger  und  Jerusalem^).] 
Von  Bedeutung  für  unsere  Betrachtung  erscheint  aber 
die  Tatsache,  daß  es  durch  Alkalizusatz  (Reihe  d)  gelingt, 
beim  Kochen  das  ursprüngliche  Bindungsvermögen,  in 
diesem  Versuche  sogar  annähernd  quantitativ,  wieder- 
herzustellen. Es  handelt  sich  hier  prim&r  offenbar  um  eine  Spaltung 
der  Rezeptor-Ambozeptorverbindung  durch  alkalische  Reaktion,  wie  sie 
für  die  Ambozeptorbindung  im  allgemeinen  bereits  aus  den  Unter- 
suchungen RoNDONis^  bekannt  ist,  und  wie  sie  sich  für  die  Bindong 
der  Ambozeptoren  an  die  Organrezeptoren  insbesondere  aus  meinen 
früheren  Versuchen  mit  Seitz^)  ergeben  hat.  Sekundär  werden  dann 
einerseits  die  abgespaltenen  Ambozeptoren  durch  das  Erhitzen  auf  100^ 
zerstört,  andererseits  bleiben  durch  den  Alkaligehalt  beim  Erhitzen 
die  Rezeptoren  funktionstüchtig  erhalten. 

Das  Wesentliche,  was  sich  aus  diesen  vielfach  bestätigten  Versuchen 
ergibt,  ist  die  Tatsache,  daß  es  gelingt,  aus  ambozeptorbe- 
ladenerMeerschweinchennierensuspension  durch  Kochen 
bei  alkalischer  Reaktion  die  Rezeptoren  funktionstüch- 
tig und  in  der  Regel  sogar  quantitativ  wieder  zu  erhalten. 
Damit  war  die  Möglichkeit  gegeben,  nunmehr  die  Frage  zu  prüfen,  ob 
sich  etwa  durch  den  gleichen,  die  Rezeptoren  schonenden  und  für  die 
Ablösung  gebundener  Antikörper  wirksamen  Eingriff  in  den  nicht 
bindenden  Kaninchenorganen  das  Vorhandensein  zunächst  larvierter 
Rezeptoren  nachweisen  läßt.  Zwar  ergibt  sich  schon  aus  KontroUver- 
suchen  von  Dörr  und  Pick®),  daß  beim  Kochen  nur  die  Organe  des 
ambozeptorbindenden  Meerschweinchentyps  ihr  Ambozeptorbindungs- 
vermögein  bewahren,  nicht  dagegen  Organe  des  Kaninchentyps  bindend 
werden.  In  Erweiterung  dieser  Angaben  habe  ich  festzustellen  ver- 
sucht, wie  sich  die  Kaninchenniere  bei  dem  für  den  Rezeptornachweis 
nach  meinen  Erfahrungen  günstigsten  Kochen  bei  alkalischer  Reaktion 
verhält. 


1)  FriA)berger   und    Pinczower,    Centralbl.   f.   Bakt.,    Abt  I,   Org., 
Bd.  45,  1908,  S.  352. 

2)  Bessau,    Centralbl.   f.  Bakt.,   Abt.  I,    Org.,   Bd. -60,    1911,   S.  363 
and  ebenda  Bd.  83,  Heft  4,  1919. 

3)  Friedberoer  and  Jerusalem,  Zeitschr.  f.  Immanitätsforsch.,  Bd.  7. 
1910,  S.  748. 

4)  RoNDONi,  Zeitschr.  f.  Immanitätsforsch.,  Bd.  7,  1910,  S.  516. 

5)  Georgi   uiid  Sbitz,   Zeitschr.   f.    Immanitätsforsch,,    Bd.  26,   191". 
S.  545. 

6)  1.  c. 
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Es  worden 

a)  1  com  Meerschweinchennierensuspension,  roh, 

b)  1     „  „  nach   Y,  -  stund igem 

Erhitzen    aaf    100®  unter   Zusatz   von    0,45  com   normal/10 
NaOH  und  sp&terem  Neutralisieren, 

c)  1  ecm  Raninchennierensuspension,  roh, 

d)  1    „  „  nach     7t '  stündigem    Er- 

hitzen auf  100  ®  unter  Zusatz  von  0,45  ccm  normal/10  NaOH 
und  späterem  Neutralisieren 
mit    je    2,5    ccm    60 -fach    verdünnten    Meerschweinchennierenantisenims 
1   Stande  bei  Sl^  digeriert. 

Die  Wirksamkeit  der  durch  Zentrifugieren  gewonnenen  Abgüsse,  so- 
wie des  nativen  120 -fach  verdünnten  Meerschweinchennierenan tiserums 
z«igt  Tabelle  4. 

Tabelle  4. 


Hämolyse  von  0,5  ccm  HammelblutaufiBchwemmung 

Mengen  des 
120-fach  ver- 

durch 0,05  ccm  Meerschweinchensemm 

und  abfltei- 

gende  Mengen  Meerechweinchennierenantiserum 

dünnten  Meer- 

vorbehandelt  mit 

schweindipn- 

nierenan  ti- 

Meerschweinchen- 

Kaninchenniere 

serums 

niere 

e)  nativ 

com 

a)  roh 

b)  100« 
+  NaOH 

c)  roh 

d)  100° 
+  NaOH 

1,0 

0 

0 

kompl. 

kompl. 

komplett 

0,5 

0 

9 

n 

1» 

II 

0,2ö 

0 

0 

V 

11 

11 

0,15 

0 

0 

V 

Tl 

1, 

0,1 

0 

0 

fl 

rt 

1» 

0,05 

0 

0 

stark      f.  kompl. 

f.  kompl. 

0,025 

0. 

0 

wenig         wenig 

wenig 

0.015 

0 

0 

Bpur     I     Spur 

Spur 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Der  Versuch  zeigt  also,  daß  es  auch  durch  die  am  gün- 
stigsten erscheinenden  Eingriffe  nicht  möglich  ist,  der 
Kaninchenniere  ein  Ambozeptorbindungsvermögen  zu 
verleihen.  Es  liegt  daher  kein  Grund  zu  der  Annahme  vor,  daß 
etwa  auch  in  den  Kaninchenorganen  die  ambozep torbindenden  Rezep- 
toren vorhanden  und  nur  durch  die  Besetzung  mit  normalen  Anti- 
körpern in  ihrer  Funktion  gehindert  sind. 

b)  Die  Alkohollöslichkeit  der  Organrezeptoren. 
Schon  DÖRR  und  Pick^  haben  gezeigt,  daß  die  ambozeptor- 
bindenden  Organrezeptoren  des  Pferdes  eine  ausgesprochene  Resistenz 
gegenüber  der  Einwirkung  von  Alkohol  besitzen,  und  Sachs  und 
Georqi^)  haben  im  Anschluß  daran  auch  alkoholische  Extrakte  aus 
Wurst  resp.  ihren  Rückständen  herangezogen,  um  die  Verwertbarkeit 
der  Ambozeptorbindung  zur  Erkennung  von  Pferdefleisch  nachzuweisen. 


1)1. 
2)  1. 
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Friedberoer  und  Süto^)  haben  das  von  Dörr  und  Pick^)  im  Pferde- 
harn  nachgewiesene  ambozeptorbindende  Antigen  untersucht,  das  oach 
Friedberger  und  Poor')  in  gleicherweise  im  MeerschweiDchenurin 
vorhanden  ist,  und  feststellen  können,  daß  es  bei  der  BehandluDg  Diit 
Alkohol  in  den  Alkoholextrakt  Qbergeht  Meine  eigenen  Versuche  habeo 
nun  die  AlkohoUöslichkeit  für  die  Rezeptoren  der  Meerschweinchen- 
organe bestätigt  und  gezeigt,  daß  es  sich  in  der  Tat  um  eine  quantitative 
Extrahierbarkeit  der  ambozeptorbindenden  Stoife  durch  Alkohol  bandelt. 
Zur  Demonstration  dieser  Tatsache  ging  ich  folgendermaßen  vor: 

10  com  MeerschweinchennierensuspenHion  wurden  mit  90  ccm  Alkohol 
1  Stunde  im  Schflttelapparat  geschüttelt,  der  Niederschlag  wurde  abliltriert 
and  in  10  ccm  physiologischer  KochsalzlösuDg  aufgenommen ;  das  Fihrat 
im  Vakuum  destilliept  und  der  Alkohoirückdtand  in  10  ccm  physiologischer 
Kochsalzlösung  wieder  gelöst. 
Nunmehr  wurden 

I.  1  ccm  des  Alkoholniederschlages, 
II.   1     „       „     Alkoholrückstandes, 

III.  1    „     der  nativen  Meersohweinchennierensuspensioo, 

IV.  1     „     physiologischer  Kochsalzlösung 

mit  je  2,5  ccm  60-fach  verdünnten  Meerschweinchennierenantiserumä  unt^r 
Zusatz  von  1,5  ccm  Kochsalzlösung  1   Stunde  im  Brutschrank  digeriert. 

Die  Gemische  (I.  bis  III.  nach  dem  Zentrifugieren)  wurden  nunmehr 
in    üblicher  Weise  auf  ihren  Gehalt  an  Hammelblutambozeptoren  geprüft. 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  5. 


Tabelle  5. 

Hämohrse  von  0,5  ccm  Hammeibiutaufschwemmung 
durch  0,05  ccm  Meerschweinchenswum  und  absteigende 

Mengen  des 

120-fach  ver- 
dünnten Meer- 
schweinchen- 

Mengen  Meerschweinchennierenantiaenims 

vorbehandelt  mit  Meerschweinchen- 

nierenanti- 

niero 

IV. 

eerums 

I.                    IL 

III. 

unvor- 

Alkohol-          Alkohol- 

nativ 

behandelt 

ccm 

niederschlag  .    rücketand 

1,0 

komplett 

0 

0 

komplett 

0,5 

n 

0          "          0 

n 

0^5 

Tl 

0                    0 

II, 

0,15 

» 

0 

0 

11 

0,1 

yt 

0 

0 

11 

0,05 

Stark 

0 

0 

surk 

0,025 

wenig 

0 

0 

mäßig 

0,015 

Spur 

0 

0 

wenig 

0,01 
0 

Spürchen 
0 

0 
0 

0 
0 

T 

Wie  ein  Vergleich  der  Kolonnen  I  und  III  der  Tabelle  zeigt. 
hat   die  Meersch weinchen niere  durch  Alkoholextraktion   ihr  Bindungs- 

1)  Zit.  nach  Fribdbbkgbr  und  Schiff,  Berl.  klin.  Wochenschr.,  1913, 
Nr.  34. 

2)  Dörr  und  Pick,  Zeitschr.  f.  Immunitätsforsch.,  Bd,  19,  1913,  S»  -öl. 

3)  Zit.  Dach  Fribdbbrokr  und  Schiff,  Berl  klin.  Wochenschr.,  l9Ki 
Nr.  34,  und  nach  Fribdbbkgbr,  Zeitschr.  f.  Immunitätsforsch.,  Bd.  18, 19^3, 
8.  269. 
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vermögen  annähernd  quantitativ  verloren.  Die  Organrezeptoren  sind  also 
vollständig  in  die  Alkoholfraktion  übergegangen,  und  dem  entspricht 
die  vollständige  Erhaltung  des  Ambozeptorbindungs- 
vermögen,  wie  sie  Kolonne  11' (Alkoholrfickstand)  und  Kolonne  III 
(native  Meerschweinchenniere)  übereinstimmend  aufweisen^). 

Man  kann  sich  übrigens  von  der  Am boseptorbind enden  Wirkung  der 
Extrakte  aas  Meersohweinchenorganen  auch  dadnrch  überzengen,  daß  man . 
absteigende  Mengen  des  mit  physiologischer  Kochsalzlösung  verdünnten 
Extraktes  auf  das  Meerschweiochennierenantiseram  einwirken  läßt,  muß 
aber  natürlich  hierbei  mit  dem  Zusatz  von  Hammelblut  und  Komplement 
zwecks  Eintritts  der  Bindung  eine  Zeitlang  warten.  Allerdings  ist  unter 
diesen  Bedingungen  die  Ambozeptorbindung  nicht'  immer  so  einwandfrei 
festzustellen,  weil  ein  Uebertritt  der  durch  die  gelösten  Rezeptoren  ge- 
bundenen Ambozeptoren  auf  die  zellulären  Kezeptoren  des  Hammelblutes 
eintreten  kann,  und  es  empfiehlt  sich  daher  in  derartigen  Versuchen,  das 
Ergebnis  durch  frühzeitige  Ablesung  festzustellen.  Diese  Anordnung  bietet 
aber  insofern  ein  besonderes  Interesse,  als  sich  der  Einfluß  der  Art  der  Ver- 
dünnung alkoholischer  Extrakte  auch  für  Ambozeptorbindungs vermögen  er- 
mitteln l&ßt.  Seit  den  Untersuchungen  von  Sachs  und  Ronboni*)  wissen 
wir  ja,  daß  es  auf  die  antikomplementäre  Funktion  alkoholischer  Extrakte 
und  auf  ihr  Verhalten  bei  der  WAsssRiiANNSchen  Reaktion  von  maßgebendem 
Einfluß  ist,  ob  sie  mit  physiologischer  Kochsalzlösung  rasch  oder  langsam 
(fraktioniert)  verdtlnnt  werQen.  Tatsächlich  hat  sich  mir  auch  für  die  alko- 
holischen Meerschweinchenorganexti akte  ergeben,  daß  die  Art  Ihrer  Ver- 
dtlnnung  auf  ihre  Bindungskraft  gegenfiher  den  Ambozep- 
toren von  Bedeutung  ist,  wie  es  das  folgende  Versuchsbeispiel  zeigt: 

10  g  Meerschweinchenniere   werden    mit   60  ccm  Alkohol   3  Stunden 
lang  geschüttelt,  sodann  filtriert. 

Das  Filtrat  (alkoholischer  Meerschweinchenextrakt)  wurde 
I.  rasch, 
II.  fraktioniert  5-fach  mit  physiologischer  Kochsalzlösung  verdünnt. 

Tabelle  6. 


Alkoholischer 
Meenchwein- 

Uämolvse  von  0,5  ccm  Hammelblutaufschwemmung 
durch  0,05  ccm  Meerach weinchenserum  und  0,0015  ccm 

chennieiren- 

Meerechweinchenniereoantiserum ;     letzteres    vorbe- 

extrakt 5- 

handelt    mit    absteigend« 

m    Mengen    alkoholischen 

fach  ver- 

Meerschweinchenniereneztraktes: 

dünnt 

I. 

1                    11. 

ccm 

rasch  verdüant 

fraktioniert  verdünnt 

h^ 

Spürchen 

0 

0,5 

ff 

0 

0,25 

Spur 

0 

0,15 

wenig 

0 

0,1 

» 

Spürchen 

0,05 

mäßig 

1» 

0,025 

stark 

mäfiig 

0,015 

f.  kompl. 

stark 

0,01 

komplett 

1» 

0 

n 

komplett 

1)  Die  Resistenz,  die  die  Organrezeptoren  gegenüber  Alkohol  besitzen, 
kommt  ihnen,  wie  besondere  Versuche  zeigten,  übrigens  auch  gegenüber 
der  Einwirkung  von  Aether  und  Chloroform  zu. 

2)  Sachs  und  Rondoni,  Zeitschr.  1  Immunitätsforsch.,  Bd.  1, 1909,  S.  132. 
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Absteigende  Mengen  dieser  Extraktverdünnongen  wurden  mit  je 
0,0015  cCm  Meerschweinchennierenantiserams  1  Stande  bei  37^  gehalten, 
sodann  erfolgte  Zusatz  von  je  0,5  ccm  Hammelblutaufschwemmnng  und 
0,05  ccm  Meerschweinchenserum.     Das  .Ergebnis  zeigt  Tabelle  6. 

Aus  der  Tabelle  ergibt  sich,  daß  die  fraktioniert  herge- 
stellte Extraktverdünnung  ein  stärkeres  Ambozeptor- 
bindungsvermögen  besitzt,  als  die  rasch  hergestellte 
Verdünnung.  Allerdings  möchte  ich  es  dahingestellt  sein  lassen, 
ob  man  hierbei  von  Verschiedenheiten  der  Ambozeptorbindung  im 
engeren  Sinne  sprechen  darf.  Die  Unterschiede,  die  in  der  vorstehen- 
den Tabelle  zum  Ausdruck  kommen,  haben  sich  nämlich  nicht  immer 
in  ganz  gleicher  Weise  reproduzieren  lassen.  Diese  Verschiedenheiten 
des  Versuchsergebnisses  finden  vielleicht  eine  Erklärung,  wenn  man 
annimmt,  daß  verschiedene  Vorgänge  das  Endresultat  beeinflussen 
können.  Neben  der  eigentlichen  Ambozeptorbindung  kommt  der  Grad 
des  Ueberganges  gebundener  Ambozeptoren  an  die  Hammelblutkörper- 
chen, die  eine  nachträgliche  Hämolyse  bewirken  und  die  Ambozep- 
torenbindung  larvieren  können,  in  Betracht.  Es  könnte  nun  sehr  wohl 
sein,  daß  die  geringere  Dispersität,  die  der  fraktioniert  hergestellten 
Extraktverdünnung  zukommt,  ein  stärkeres  «Hemmnis  für  den  Ueber- 
gang  der  Rezeptoren  darstellt.  Wenn  man  hierbei  berücksichtigt,  daS 
die  Rezeptoravidität  und  die  Dispersität  bei  verschiedenen  Extrakten 
schwanken  kann  und  bedenkt,  daß  man  auch  mit  Aviditätsschwankungen 
bei  den  Blutkörperchenrezeptoren  rechnen  muß,  so  ergeben  sich  bereits 
eine  Reihe  von  Faktoren,  die  zu  Abweichungen  der  Resultate  führen 
können.  Dazu  darf  man  auch  antikomplementäre  Einflüsse,  die  bei 
den  einzelnen  Extrakten  je  nach  der  Bereitung  ihrer  Verdünnungen 
schwanken,  nicht  unberücksichtigt  lassen,  und  so  kann  es  wohl  vor- 
kommen, daß  zuweilen  der  rasch  hergestellten,  zuweilen 
der  langsam  hergestellten  Verdünnung  das  größere  Am- 
bozeptorbindungsvermögen  zuzukommen  scheint,  wenn 
ich  auch  in  der  Mehrzahl  der  Fälle  das  letztere  beobachtet  habe. 

Für  die  Frage  nun,  ob  etwa  aus  den  nichtbindenden  Organen  des 
Kaninchentyps  durch  Alkoholeinwirkung  (vorher  durch  Antikörper- 
bindung larviert)  Rezeptoren  extrahierbar  sind,  mußte  die  Entscheidung 
von  Bedeutung  sein,  ob  eine  Wiedergewinnung  des  Ambozeptorbindungs- 
vermögens  der  mit  Antiserum  abgesättigten  Meerschweinchenorgane 
durch  Alkoholextraktion  gelingt.  Das  folgende  Versuchsbeispiel  zeigt, 
daß  dem  so  ist. 

2  ccm  Meerschweinchennierensuspension  werden  mit  8  ccm  8-fach  ver- 
dünnten Meerschweinchennieren  an  tiserums  1  Stunde  bei  37^  gehalten.  Nach 
dem  Zentrifugieren  wird  durch  Amboze'ptorbestimmung  im  Abgufi  festge- 
stellt, daß  ein  Antikörperverlust  besteht,  also  Antikörper  gebunden  worden 
sind  (Reihe  I). 
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Das  Sediment  wird  nochmals  1  Stunde  mit  8  ccm  8-fach  verdünnten 
Meerschweinchennierenantiserums  digeriert,  um  festzustellen,  daß  es  für 
iv^eitere  Ambozeptoren  nicht  mehr  wesentlich  aufnahmefähig  ist  (Reihe  II). 

In  Reihe  III  wird  der  Ambozeptorgehalt  des  nativen  Meerschweinchen- 
nierenantiserums  ermittelt. 

Es  wird  nunmehr 

IV.  das  Sediment  der  2mal  mit  Meerschweinchennierenantiserum  vor- 
behandelten Meerschweinchennierensuspension, 

V.  das  Sediment  von  2  ccm  nativer  Meerschweinchennierensuspension 
mit  10  ccm  Alkohol  Yi  Stunde  lang  geschüttelt  und  filtriert. 

Absteigende  Mengen  der  Fil träte  werden  mit  je  0,0015  ccm  Meer- 
schweinchennierenantiserum 1  Stunde  digeriert,  worauf  Zusatz  von  0,5  ccm 
Hammelblut  und  0,05  ccm  Meerschweinchenserum  erfolgt. 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  7. 

Tabelle  7. 


Absteigende 

Mengen 
Meeracnwein- 

Hämoljse  von  0,5  ccm  HammelblutaufscHwemroung  durch  0,05  ccm 
MeerBchweinchensemm  und 

absteigende  Mengen  Meerschweinchen - 
nierenantiserums 

0,0015  ccm  Meerschweinchen- 
nierenantiserum nach  Vorbehand- 
lung mit  absteigenden  Mengen 
Extrakt  aus 

chennieren- 
ATi  fciflAT  11  ms 

vorbehandelt  mit 

III. 
nativ 

bzw.  Alko- 
boiextrakt 

ccm 

I. 

nativer  Meer- 
schweinchen- 
niere 

II. 
antikörper- 
beladener 
Meerschwein- 
chenniere 

IV. 
antikörper- 
beladener  Meer- 
schweinchen- 
niere 

V. 

nativer  Meer- 

Bchweinchen- 

niere 

0,1 

0,05 

0,025 

0,015 

0,01 

0,005 

0,0025 

0,0015 

0,001 

0 

kompL 

II 

1« 

II 

f.  kompl. 

stark 

Spur 

Spürchen 

0 

0 

koi 
f.  k( 

npl. 

1 

' 

1 

1  • 

»1 

)mpl. 

ö 

kompl. 
1» 
II 
II 

»1 

II 

f.  kompl. 

0 

0 

0 

0 
wenig 
mäßig 
kompl. 

'1 

1» 

1* 

II 

II 

0 

0 

Spur 

mäßig 

stark 

f.  kompl. 

kompl. 

II 
»« 

1* 

Ein  Vergleich  der  beiden  Kolonnen  I  und  II  mit  der  Kolonne  III 
zeigt,  daß  die  Meerschweinchennierensuspension  Anti- 
körper gebunden  hat,  und  zwar  derart,  daß  sie  weitere 
Ambozeptoren  aufzunehmen  kaum  in  der  Lage  ist.  Trotz- 
dem gelingt  es  aus  dem  derart  annähernd  abgesättigten 
Rezeptor-Ambozeptorgemisch,  wie  Kolonne  IV  und  V 
der  Tabelle  zeigen,  das  Ambozeptorbindungsvermögen 
durch  Alkohoiextraktion  annähernd. quantitativ  zu  re- 
stituieren. Die  geringfügige  Abnahme,  die  die  Tabelle  aufweist,  ist 
von  vornherein  zu  erwarten,  da,  wie  später  noch  ausgeführt  wird,  bei 
der  Behandlung  der  Organe  mit  Antiserum  ein  gewisser  Teil  von 
Rezeptor-Ambozeptor  in  Lösung  geht  und  daher  bei  späterer  Alkohol- 
behandlnng  des  Sediments  sich  dem  Nachweis  entziehen  kann.  Es  er- 
gibt sich  also  aus  meinen  Versuchen,  daß  ebenso  wie  durch  Er- 
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hitzen,  so  auch  durch  Alkoholbehandlung  es  gelingt,  ans 
ambozeptorbeladenen  Organen  die  Rezeptoren  fank- 
tionstflchtig  wiederzugewinnen^). 

Für  das  Verhalten  der  Kaninchennierensuspension  gegenüber  der 
Alkoholbehandlung  ist  der  folgende  Versuch  ein  Beispiel  von  vielen 
gleichsinnigen  Experimenten. 

Es  wurden 

I.  10  ccm  DdeerschweincheDnierensuspensioD, 
II.  10  ccm  Kaninchennierensuspension 
mit  90  ccm  Alkohol  1  Stande  lang  geschüttelt  und  filtriert.    Die  Filtnte 
wurden  im  Vakuum  destilliert  und  der  Rückstand  in  10  ccm  physiologischer 
KocbsalzlOsuDg  aufgenommen. 

Je  1  ccm  Alkoholrückstand  I  und  11  wurden  mit  2,6  ccm  60-fach 
verdünnten  Meerschweinchennierenantiserums  unter  Zusats  von  1,5  com 
physiologischer  Kochsalzlösung  1  Stunde  -bei  37  ®  digeriert. '  Nach  dem 
Zentrifugieren  wurden  die  Abgüsse  unter  gleichzeitiger  Bestimmong  des 
ursprünglichen  Meerschweinchennierenantiaerums  geprüft. 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  8. 

Tabelle  S. 


Hämolyse  von  0,5  ccm  HammelblutaufBchwemmuiff  danfa 
0,05  com  Meerechweinchenserum  und  abeteigende  Mengn 

Mengen  des 
120-fach  Terdünnten 

MeerschweincheDniereDantiBemmiB 

Meenchweinchen- 

I. 

IL 

III. 

nierenantieenims 

▼orbehandelt  mit 

vorbehandelt  mit 

Alkoholrückstand  ans 

Alkohohrückstand  ans 

nativ 

ccm 

Meenchweinchenniere 

Kaninchenniere 

h^ 

0 

.    komplett 

komplett 

0.5 

0 

tt 

n 

0,25 

0 

11 

11 

0,15 

0 

tt 

1» 

0,1 

0 

♦f 

t> 

0,05 

0 

mäßig 

Stark 

0,025 

0 

wenig 

mtfitg 

0.015 

0 

Bpur 

wenig 

0,01 

0 

Bpürchen 

8püic]ien 

0,005 

0 

ü 

0 

0,0025 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Aus  der  Tabelle  ergibt  sich,  daß  es  auch  durch  Alkohol- 
behandlung nicht  möglich  ist,  aus  den  nichtbindenden 
Organen  des  Kaninchentyps  Rezeptoren  zu  extrahieren, 
und  die  Versuche  zeigen  daher,  daß  auch  in  dieser  Hinsicht  die  Ad- 
nähme  des  Vorhandenseins  gewissermaßen  larvierter  Rezeptoren  in 
dem  Kaninchenorgan  keine  experimentelle  Stütze  erfährt. 

1)  Erwähnt  sei,  da£  auch  das  im  Alkoholextrakt  nachweisbare  Rezeptor- 
bindungsvermögen sich  der  Siedetemperatur  gegenfiber  resistent  ervies, 
wenngleich  auch  hier  eine  geringfügige  Abnahme  der  Wirksamkeit  Dach- 
zuweisen  war. 
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II.   Ueber  den  Einfluß  des  Normalsemms  auf  das  Ambozeptor- 
btndangsTermOgen  der  Organe. 

Daß  die  hier  erörterte  Diskussion  der  Möglichkeit,  daß  in  den 
Organen  des  Kaninchentjps  ambozeptorbindende  Rezeptoren  durch 
Antikörperwirkung  larviert  sein  könnten,  nicht  unberechtigt  ist,  zeigen 
die  froheren  Ausführungen  von  Bail  und  Maroulieb^,  sowie  von 
Friedemann  ^.  Friedehann  hat  systematisch  festzustellen  versucht, 
ob  die  bei  vielen  Tierarten  vorkommenden  normalen  Hammelblut- 
hämolysine  den  „heterophilen^  Hammelblutambozeptoren  der  Organ- 
antisera oder  der  „isophilen^  Antikörperquote  des  Hammelblutimmun- 
serums  entsprechen.  Er  fahrte  zu  diesem  Zwecke,  wie  schon  Forssman 
und  Hintze')  mit  positivem  Ergebnis  bei  Verwendung  von  Meer- 
schweinchenorganen und  normalem  Kaninchenserum,  Bindungsversuche 
mit  Organen  oder  gekochtem  Hammelblut  aus  und  konnte  nachweisen, 
daß  zwar  in  dem  Serum  von  Meerschweinchen,  Katze,  Hund  und  Pferd 
heterophile  Hammelblutambozeptoren  nicht  vorhanden  sind,  daß  sie  aber 
im  Serum  von  Kaninchen,  Mensch  und  Schwein  vorkommen.  Es  besteht 
also,  wie  Friedehann  mit  Recht  hervorhebt,  „zwischen  dem  Vor- 
handensein heterophiler  Antikörper  und  Antigene  ein 
antagonistisches  Verhalten*^.  Denn  diejenigen  Tierarten,  deren 
Organe  ein  Bindungs vermögen  für  Hammelblutambozeptoren  besitzen, 
haben  im  Blutserum  keine  heterophilen  Ambozeptoren  (z.  B.  Meer- 
schweinchen und  Pferd),  während  die  Tierarten,  denen,  wie  dem  Ka- 
ninchen, Schwein  usw.,  Ambozeptorbindungsvermögen  in  den  Organen 
fehlt,  heterophile  Hammelblutambozeptoren  im  Blutserum  aufweisen. 
Gerade  deshalb  aber  scheint  mir  die  sich  aus  meinen  Versuchen  er- 
gebende Tatsache  von  Interesse,  daß  es  auch  durch  künstliche  Eingriffe, 
wie  Kochen  bei  alkalischer  Reaktion  oder  Alkoholextraktion,  nicht  mög- 
lich ist,  in  den  Organen  der  Tierarten  ohne  Ambozeptorbindungsver- 
mögen die  Bezeptorfunktion  aufzufinden,  daß  also  ein  Beweis  für  das 
etwaige  Vorhandensein  abgesättigter  Rezeptor- Ambozeptorverbindungen 
in   den  Organen  wenigstens  auf  diesem  Wege  nicht  zu  erbringen  ist. 

Daß  man  andererseits  im  Reagenzglas  das  ambozeptorbindende  Ver- 
mögen der  Organrezeptoren  durch  Behandlung  mit  dem  Serum  solcher 
Tierarten,  denen  die  ambozeptorbindenden  Organrezeptor-en  fehlen,  auf- 
heben kann,  haben  Bail  und  Margulies^)  gezeigt.  Diese  Autoren 
glauben,  die  Beseitigung  des  Bindungsvermögens  nicht  auf  die  Inter- 
ferenz von  Normalhämolysinen  in  den  verwendeten  Seris  beziehen 
zu  sollen.   Sie  leiten  die  Berechtigung  zu  dieser  Schlußfolgerung  unter 

1)  1.  c. 

2)  1.  c. 

3)  FoRssHAN  und  Himtzb,  1.  c. 

4)  Bail  und  Margulies,  1.  c. 

Arb.  a.  d.  lB«t.  f.  exp.  Ther  u.  d.  Georg  Speyer-Hause  zu  Frankfurt  a.  M.  IX.  4 
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anderem  daraus  ab,  daß  nach  der  Vorbehandlung  der  Sera  mit  Organen 
der  Gehalt  an  hämolytischen  Normalambozeptoren  nur  sehr  wenig  ab- 
genommen hatte,  und  daß  ein  mit  Organsubstanz  vorbehandeltes  Normal- 
serum dadurch  nicht  oder  nur  schwer  die  Fähigkeit  verliert,  ein  zweites 
Mal  im  Sinne  der  Aufhebung  des  Rezeptorbinduogsvermögens  auf  Organe 
zu  wirken.  FQr  das  Verständnis  des  verschiedenartigen  Vorkommens 
der  ambozeptorbindenden  Organrezeptoren  bei  den  einzelnen  Tierarten 
aber  ziehen  Bail  und  Margulies  den  Schluß,  daß  die  ^Organver- 
schiedenheit  der  beiden  Tiertypen  keine  prinzipielle,  schon  in  der  An- 
lage des  Tieres  begründete  ist^.  Sie  halten  es  für  wahrscheinlich,  daß 
das  eigentliche  absorbierende  Element  in  den  Organen  das  Bindegewebe 
ist,  und  daß  letzteres  an  und  für  sich  stets  die  gleichen  serologischen 
Eigenschaften  hat.  Die  Ursache  für  die  Verschiedenheiten  erblicken 
sie  in  den  Körpersäften  der  Tiere,  „die  sich  gewissermaßen  auf  die 
Tiere  übertragen*'. 

Allerdings  scheint  diese  Auffassung  von  Bail  und  Margulibs,  wenu 
man  die  Funktion  der  Sera  nicht  mit  derjenigen  der  normalen  Ambo- 
zeptoren  identifiziert,  schwer  präzisierbar.  Nimmt  man  aber  die  Hammel- 
blutambozeptoren  des  Normalserums  als  Ursache  für  die  Beeinflußbarkeit 
der  Organe  an,  so  könnte  man  zu  der  allerdings  von  vornherein  nur  hypo- 
thetischen Auffassung  gelangen,  daß  das  „heterophile"  Antigen  primär  in 
den  Organen  aller  Tierarten  vorhanden  ist  und  erst  sekundär  als  Folj^e 
der  einsetzenden  Antikörperbildung  in  seiner  Menge  beeinfl^ißt  und  dif- 
ferenziert wird.  Zu  dieser  Auffassung  neigt  Fribdemann  auf  Grund  seiner 
Untersuchungen  über  ,,heteropbile  Normalambozeptoren^*,  in  denen  er  so- 
gleich zu  der  Schlußfolgerung  gelangt,  daß  die  normalen  Antikörper  bei 
den  Tierarten  des  Kaninchentys  ihr  Vorhandensein  der  immunisatorischen 
Wirkung  der  ursprünglich  allgemein  verbreiteten,  aber  infolge  des  Immoni- 
siernngsvorganges  verschwindenden  primären  Rezeptoren  anläge  verdanken. 

Meine  in  dieser  Richtung  ausgeführten  Versuche  sind  unabhängig 
von  der  inzwischen  erschienenen  Arbeit  von  Friedemann  im  Anschluß 
an  die  Untersuchungen  von  Bail  und  Margulies  begonnen  worden. 
Friedemann  hat  bereits  die  Versuche  von  Bail  und  Margulies 
kritisch  besprochen  und  darauf  hingewiesen,  daß  sie  in  bezug  auf  den 
Ausschluß  der  Interferenz  von  Normalambozeptoren,  deren  Bindung  er 
selbst  nachweisen  konnte,  nicht  beweiskräftig  erscheinen.  Tatsächlich 
haben  auch  meine  Versuche  im  allgemeinen  zu  Ergebnissen  geführt 
die  mit  der  Wirkung  von  Normalambozeptoren  bei  der  Beseitigung  der 
ambozeptorbindenden  Organfunktion  vereinbar  sein  dürften. 

Während  Bail  und  Margulies  zu  ihren  Versuchen  Kaninchen-. 
Schweine-,  Rinder-  und  Hammelserum  benutzten,  glaubte  ich  mich  mit 
der  Analyse  des  Verhaltens  bei  Verwendung  einer  Serumart  begnügen 
zu  dürfen.  Ich  wählte  dazu  Kaninchenserum.  Der  Auffassang, 
daß  es  sich  bei  der  Vernichtung  des  Bindungsvermögens  von  Meer- 
schweinchenorganen   durch   normales   Serum    um    eine   Wirkung  von 
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normalen,  ambozeptorartigen  Antikörpern  handelt,  schienen  zunächst 
die  Angaben  von  Bail  und  Margülies  zu  widersprechen,  daß  die 
Organe  durch  Kochen  ihre  Beeinflußbarkeit  durch  Normalserum  ver- 
lieren, während  sie  dabei  eine  höhere  Bindungskraft  gegenüber  den 
Immunantikörper  annehmen.  Wie  schon  erwähnt,  konnte  ich  gelegent- 
lich eine,  wenn  auch  geringe  Verminderung  der  spezifischen  Bindungs- 
fähigkeit der  Organe  nach  dem  Erhitzen  auf  100^  wahrnehmen. 

Aber  auch  die  Beeinflußbarkeit  des  Bindungsvermögens  der  Organe 
durch  normales  Kaninchenserum  fand  ich  keineswegs  aufgehoben,  wie 
das  folgende  Versuchsbeispiel  zeigt. 

Je  1  ccm  Meerschweinchennierensuspension 
I.  roh, 
II.  Y2  Stunde  lang  im  Wasserbad  gekocht, 
wurden 

a)  mit  10  ccm    aktiven  Kanincheuserums, 

b)  „     10     ,,      2-fach  verdünnten,  aktiven  Kaninchenserums, 

c)  „     10     „    10-fach  „  „  „ 

d)  „     10     „    25.faoh  „ 

®)     I)     10     n      physiologischer  Kochsalzlösung 
y^  Stunden  lang  im  Brutschrank  digeriert. 

Die  durch  Zentrifugieren  gewonnenen  Sedimente  wurden  mit  physio- 
logischer Kochsalzlösung  auf-  das  ursprüngliche  Volumen  (1  ccm)  aufge- 
füllt und  mit  je  2,5  ccm  10-fach  verdünnten  Meerschweinchennierenanti- 
sernms  unter  Zusatz  von  je  1,5  ccm  physiologischer  Kochsalzlösung 
^/^  Stunde  lang  im  Brutschrank  gehalten.  Die  End Verdünnungen  ent- 
sprechen also  20-fach  verdünntem  Meerschweinchennierenantiserum. 

Die  durch  Zentrifugieren  gewonnenen  Abgüsse  wurden  in  üblicher  Weise 
auf  ihren  Ambozeptorgehalt  geprüft.  In  einer  Kontrollreihe  III.  wurde  der 
Ambozeptorgehalt  des  nativen  Meerschweinchenantiserums  ermittelt. 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  9. 

Tabelle  9. 
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Aus  der  Tabelle  ergibt  sich,  dafi  das  KanincheDsernm  in 
anverdfinnntem  Zustande  das  Bindungsvermögen  der 
MeerschweinchenDierensuspension  annähernd  quanti- 
tativ aufgehoben  hat,  und  zwar,  im  Gegensatz  zn  den  Angaben 
von  Bail  and  Margulies,  ohne  wesentlichen  Unterschied  auch  das- 
jenige der  gekochten  Nierensuspension.  Bei  Verwendung  von  geringeren 
Mengen  Kaninchenserums  (Reihen  b,  c,  d)  nimmt  die  Wirkung  fort- 
schreitend ab,  bei  stärkeren  Serumverdfinnungen  (c  und  d)  merklich 
stärker  bei  Verwendung  von  gekochter  Niere.  Der  Unterschied  darf, 
wenn  er  auch  nur  ein  quantitativer  ist,  um  so  mehr  bewertet  werde, 
als  die  Meerschweinchennierensuspension  durch  das  Kochen  an  und  far 
sich  (Reihe  e)  in  diesem  Versuch  eine  geringfügige  Zunahme  ihres 
BindungsvermOgens  erfahren  hat,  wie  es  den  Angaben  von  Bail  ond 
Marqülies  entspricht 

Stimmen  nun  auch  die  quantitativen  Unterschiede  bei  der  Ver- 
wendung geringer  Mengen  von  Kaninchenserum  insofern  mit  den  An- 
gaben von  Bail  und  Margulies  fiberein,  als  sich  in  der.  Tat  eine 
quantitative  Abnahme  der  Beeinflußbarkeit  der  Organsuspension  dorch 
das  Kochen  ergibt,  so  darf  man  andererseits  aus  dem  völligen  Ueberein- 
stimmen  der  Befunde  bei  Verwendung  größerer  Serummengen  im  Gegen- 
satz zu  Bail  und  Margulies  den  Schluß  ziehen,  daß  es  auch  bei 
gekochten  Organen  gelingt,  die  Absorptionskraft  durch 
Behandlung  mit  Normalserum  aufzuheben.  Ich  glaube,  daS 
dieser  Befund  von  wesentlicher  Bedeutung  ist.  Denn  die  quantitativeo 
Unterschiede,  die  sich  bei  geringeren  Serummengen  ergeben,  dürften 
gerade  dann  eine  befriedigende  Erklärung  finden,  wenn  man  annimmt 
daß  es  sich  bei  der  Reaktion  zwischen  Organsuspension  und  Normal- 
serum um  eine  Bindung  der  im  letzteren  enthaltenen  Ambozeptoren 
an  die  Organrezeptoren  handelt.  Wie  bekannt,  bestehen  ja  zwischen 
den  Eigenschaften  der  normalen  und  der  immunisatorisch  erzeugten 
Antikörper  gewisse  quantitative  Unterschiede,  die  sich  vor  allem 
in  einer  geringeren  Avidität  der  normalen  Antikörper  gegenfiber  den 
Immunkörpern  dartun.  So  könnte  man  annehmen,  daß  durch  das  Kochen 
der  Organe  die  Rezeptoren  immerhin  eine  gewisse  Veränderung  erleiden, 
die  sich  zwar  nicht  gegenfiber  den  Immunantikörpern  bemerkbar  macht 
aber  gegenüber  den  geringer  aviden  normalen  Ambozeptoren  zum  Aus- 
druck kommt.  Wieso  trotzdem  das  Bindungsvermögen  gegenfiber  dem 
Immunserum  durch  das  Kochen  stärker  werden  kann,  bedarf  bei  dieser 
Annahme  allerdings  weiterer  Aufklärung.  Nach  meinen  Erfahrungen 
ist  in  dieser  Hinsicht  allerdings  der  Unterschied,  wenn  Oberhaupt  fest- 
stellbar, ein  so  geringer,  daß  hierin  eine  Hinderung  ffir  die  gegebene 
Erklärung  kaum  erblickt  werden  dfirfte. 

Wenn  man  ffir  den  Einfluß  des  normalen  Kaninchenserums  den 
Gehalt  an  normalen  Antikörpern   verantwortlich  macht,   so  ist  wieder 
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der  Umstand  zu  berücksichtigen,  daß  normale  Ambozeptoren  im  allge- 
meinen eine  geringere  Thermostabilität  besitzen  als  die  Immnnambo- 
zeptoren.  Man  muß  also  erwarten,  daß  auch  die  Fähigkeit  des  Normal- 
serums, die  Bindnngskraft  der  Organrezeptoren  aufzuheben,  durch  das 
Inaktivieren  eine  Verminderung  erfährt.  Tatsächlich  ergab  sich  beim 
Vergleich  aktiven  und  inaktivierten  Kaninclienserums  ein  deutlicher 
Unterschied,  wie  es  folgendes  Versuchsbeispiel  zeigt: 

Je  1  com  Meerschweinchennierensuspension  werden  mit 

a)  10  com   unverdünnten  Kaninchenserums, 

b)  10     „     2-fach  verdünnten  Kaninchenserums^ 

c)  10     „      4-fach  „  „ 

d)  10     „    lO-fach 

e)  10     „    2ö-fach  „  „ 
I.  in  aktivem  Zustande, 

II.  inaktiv,  nach  Y,- stündigem  Erwärmen  auf  55® 
y^  Stunden   im   Brutschrank   digeriert.      Als    Kontrolle   wird   gleichzeitig 
1  ccm  Meerscbweinchennierensuspension  mit  10  ccm  physiologischer  Koch- 
salzlösung beschickt  (Reihe  III). 

Nach  dem  Zentrifagieren  werden  die  auf  1  ccm  aufgefüllten  Sedimente 
unter  Zusatz  von  je  2,5  com  10-fach  verdünnten  MeersohweiDchennieren- 
antiserums  und  1,5  ccm  Kochsalzlösung  '/^  Stunden  im  Brutschrank  ge- 
lassen. Die  End Verdünnungen  entsprechen  also  20-fach  verdünntem  Meer- 
schweinchennierenantisernm. 

Die  durch  Zentrifugieren  gewonnenen  Abgüsse  werden  in  üblicher 
Weise  auf  ihren  Ambozeptorgehalt  geprüft.  In  einer  Kontrollreibe  (IV) 
wird  der  Ambozeptorgehalt  des  nativen,  20-fach  verdünnten  Meerschwein- 
chennierenantiserums  ermittelt. 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  10. 


Ta 

belle 

10. 

Hämolyse  von  0,5  ccra  Hammelblutauf schwemmung  durch  0,05  ccm 

S|f 

MeenchweinchenBerum  und  Meerschweinchennierenantiserum 

lil 

behandelt  mit  MeerschweincheDnierenAuapensioo  nach 

Vor- 

behandlung  mit 

|s^ 

1. 

11. 

III. 

IV. 

10  ccm  aktivem 

10  ccm  inaktiviertem 

phyBio- 
logischer 
Kochsalz- 

IM 

Kaninebenserum 

Kaninchenserum 

nativ 

a) 

b) 

c) 

d) 

e) 

a) 

b) 

0 

d) 

e) 

ccm 

1/ 

V. 

'U 

V,a 

V.5 

•/i 

V, 

V, 

'/., 

V» 

lösung 

1.0 

k 

k 

k 

k 

fk             k 

k 

fk 

8t 

m 

Spch         k 

0,5 

»> 

>t 

tt 

fk 

m 

ft 

st 

m 

Sp 

^ 

0,25 

»1 

t» 

Bt 

8p 

Spch     „ 

w 

w 

Sp^ 

Spch 

0 

0,15 

V 

fk  ;  w 

Spch 

0        fk 

8p 

8p 

Spch 

0 

0 

0,1. 

fk 

m 

8pch 

0 

0      !      8t 

Spch 

Spch 

0 

0 

0 

0,05 

m 

Spch 

(ö 

0 

0    ,  Sp 

T 

^ 

0 

0 

0        ,    fk 

0,025 

Spcfa 

»> 

0 

0 

0 

Spch 

0 

0 

0 

0 

0           Sp 

0,015 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0         Spch 

0,01 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0           ^ 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Aus  der  Tabelle  ergibt  sich  ein  deutlicher  Unterschied 
zwischen  der  Verwendung  des  aktiven  Kaninchenserums 
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und  derjeni'gen  des  inaktivierten  Kaninchenserams  auf 
das  Ambozeptorbindungsvermögen  der  Meerschwein- 
chenniere. Die  hier  in  Betracht  kommende  Serumfunktion  ist  durch 
das  Inaktivieren  des  Serums  keineswegs  aufgehoben,  aber  deutlich  ab- 
geschwächt, und  das  entspricht  durchaus  der  Annahme,  daß  die  Wir- 
kung des  Kaninchenserums  durch  seinen  Gehalt  an  nor- 
malen, relativ  thermolabilen  Normalambozeptoren  zu- 
stande kommt.  Allerdings  ist  in  einem  entsprechenden  Versuch  von 
Bail  und  Maroülies  eine  gleichsinnige  Verschiedenheit  zwischen  aktivem 
und  inaktiviertem  Serum  nicht  einwandfrei  bemerkbar.  Es  können  aber 
hier  eine  Reihe  weiterer  Faktoren,  insbesondere  das  später  zu  besprechende 
Uebergehen  von  Rezeptor-Ambozeptorkomplexen  in  Lösung  und  ihre  Dis- 
soziation, eine  Rolle  spielen  und  das  Ergebnis,  sofern  man  nicht  durch 
zeitliche  Beobachtung  auf  Unterschiede  achtet,  sekundär  beeinflussen. 
Steht  so  das  gesamte  Tatsachenmaterial  mit  der  Annahme,  daB  es 
sich  bei  der  Wirkung  des  Kaninchenserums  auf  die  Orgkne  um  Anti- 
körperfunktionen  handelt,  in  gutem  Einklang,  so  erscheinen  allerdings 
Folgerungen  von  Bail  und  Margülies,  daß  das  Normalserum  durch 
Vorbehandlung  mit  Hammelblut  oder  Organsuspensionen  seine  charakte- 
ristische Wirkung  nicht  oder  nicht  wesentlich  verliert,  mit  dieser  Auf- 
fassung unvereinbar;  denn  durch  Vorbehandlung  mit  den  korrespon- 
dierenden Antigenen  müßte  ja  der  Ambozeptorgehalt  des  Kaninchen- 
Serums  gebunden  und  damit  entfernt  werden.  Schon  Friedemakn  hat 
aber  gegenüber  den  hier  in  Betracht  kommenden  Versuchen  von  Bail 
und  Maroülies,  die  übrigens  bei  Verwendung  verschiedener  Sera  Ab- 
weichungen ergaben.  Einwände  erhoben,  die  sich  auf  die  quantitativen 
Bedingungen  beziehen.  Einerseits  sind  nämlich  die  von  Bail  und 
Margülies  zur  Absorption  verwendeten  Organroengen  verhältnisiuäBig 
geringe  gewesen,  andererseits  lassen  die  Angaben  von  Bail  und  Mar- 
oülies nicht  mit  Sicherheit  erkennen,  ob  eine  Abnahme  der  Serum- 
wirkung  nicht  doch  vorhanden  war  und  nur  durch  die  Grenzen  der 
von  ihnen  befolgten  Methodik  dem  Nachweise  entging.  Meine  Versuche 
haben  nun  freilich  ergeben,  daß  man  bei  Vorbehandlung  des  normalen 
Kaninchenserums  mit  Organsuspension  eine  Abnahme  seiner  Wirkung 
feststellen  kann,  und  auch  hierfür  mag  im  folgenden  ein  Versachs- 
beispiel  als  Beleg  dienen: 

I.  Je  1  ccm  MeerschweinchenDierensnspension  wurden 

a)  mit  10  ccm    normalen  KaniuchenserumS| 

b)  „     10     ,,      2-fach  verdünnten  Meerschweinchensemms* 

c)  „     10     „    10-fach 

d)  „     10     „    25-fach 

^/^  Stunde  im  Brutschrank  gehalten. 

II.  Die  durch  Zentrif agieren  gewonnenen  Abgüsse  von  I.  wurden 
wiederum  mit  je  1  ccm  frischer  MeerschweiDchennierensuspension  ^4  Stunde 
lang  im  Brutschrank  digeriert  und  dann  abzentrifugiert. 
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S&mtliche  8  derart  erhaltenen  Sedimente  wurden  auf  1  com  aufgefüllt 
und  mit  2,5  ccm  10-fach  verdünnten  MeerschweinchennierenantiserumB 
unter  Zusatz  von  je*  1,5  ccm  physiologischer  Kochsalzlösung  digeriert. 

In  einer  weiteren  Reihe  III.  wurde  1  ccm  Meerschweinchennieren- 
suspension  direkt  mit  Meerscfaweinchennierenantiserum  gemischt. 

Die  nach  dem  Zentrifugieren  gewonnenen  Abgüsse  (entsprechend 
20-fach  verdünntem  Meerschweinchennierenantiserum)  wurden  in  üblicher 
Weise  auf  ihren  Ambozeptorgehalt  geprüft. 

In  einer  Rontrollreihe  IV.  wird  der  Ambozeptorgehalt  des  nativen 
Meerschweinchennierenantiserums  bestimmt. 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  11. 

Tabelle  11. 
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Wie  die  Tabelle  zeigt,  hat  die  Funktion  des  normalen  Ka- 
ninchenserums durch  Vorbehandlung  mit  Meerschwein- 
chenniere eine  deutliche  Abnahme  erfahren.  Wenn  auch 
in  Uebereinstimmung  mit  den  Angaben  von  Bail  und  Maroulibs 
keine  vollständige  Aufhebung  vorliegt,  so  dürfte  sich  doch  ergeben, 
daß  das  Kaninchenserum  sich  ebenso  verhält,  wie  in  den  Versuchen 
von  Bail  und  Maroulibs,  wenn  auch  nicht  regelmäßig,  das  Rinder- 
serum. Allerdings  konnten  Bail  und  Maroulibs  bei  Verwendung  von 
Schweineserum  keine  deutliche  Abschwächung  durch  Vorbehandeln  mit 
Meerschweinchenorganen  erzielen.  Jedenfalls  ergaben  aber  meine  Ver- 
suche, wenigstens  für  das  Kaninchenserum,  daß  bei  der  Einwirkung 
auf  die  Organe  auch  ein  Verbrauch  der  wirksamen  Stoffe 
stattfindet. 

Aehnliche  Ergebnisse  wurden  bei  der  Verwendung  von  Hammelblnt 
als  Adsorptionsmittel  erzielt,  wie  es  folgendes  Versuchsbeispiel  zeigt: 

25  ccm  inaktivierten,  normalen  Kaninchenserums  wurden  mit  dem  Sedi- 
ment aus  50  ccm  Hammelblut  1  Stunde  bei  37  ^  digeriert  und  sodann  ab- 
zentrifugiert.     (Mit  Hammelblut  vorbehandeltes  Kaninchenserum.) 
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Je  1  ccm  MeerschweinohenDierensnspession  worden 
a)  mit  10  ccm  nativem,  inaktiviertem  Eaninohensemm, 


b) 


10 


c) 
d) 

e) 


10 
10 

10 


2-fach  verdünntem,  nativem,  inaktiviertem  ELaninchen- 

seram, 

mit  Hammelblut  vorbehandeltem  Eanincheiueram, 

2-fach  verdünntem,  mit  Hammelblut  vorbehandeltam 

Kaninchensenim, 

physiologischer  Kochsalzlösasg 
^4  Stande  lang  bei  37®  digeriert.  Die  nach  dem  Zentrif agieren  gewon- 
nenen Sedimente  wurden  mit  physiologischer  EochsalzlOsiing  auf  1  ccm 
aufgefüllt  und  mit  je  2,5  ccm  150-faoh  verdünnten  Meerschweinchennieren- 
antiserams  unter  Zusatz  von  1,5  ccm  physiologischer  Eochsalzlösang 
^4  Stunde  bei  37®  gehalten. 

Die  durch  Zentrifugieren   gewonnenen  Abgüsse  wurden,  ebenso  wie 
in  einer  Eontrollreihe  f)  das  native  300- fach  verdünnte. Meerschweinchen- 
nierenantiserum,  anf  Ambozeptorgehalt  geprüft. 
Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  12. 

Tabelle  12. 


dOO-fiich  ver- 
dünntes Meer- 
schweinchen- 

Hamolyse  von  0,5  ccm  Hammelblut  durch  0,05  ccm  Meerschwein- 
chenserum  und  absteigende  Mengen  Meerschweinchennierenantisernm 

nach  Vorbehandlung  mit  Meerschweinchenniere  unier 
Zwischenschaltung  von  10  ccm 

nierenanti- 
sernm 

nativen  Kaninchenserums 

mit  Hammelblut  vor- 

behandelt.  Kaninchen- 

serums 

Kod^- 
Idsung 

f)  naüT 

ccm 

»)V. 

b)V. 

c)  V. 

d)  V. 
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0 
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0 
0 
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V 

t1 
It 

t  kimpl 

Spur 

Sporcfaen 

0 

Wenn  auch  die  das  Ambozeptorbindungsvermögen  aufhebende 
Wirkung  des  normalen  Eaninchenserums  in  diesem  Falle  nur  verhält- 
nismäßig geringgradig  war,  so  zeigt  der  Versuch  doch  die  Be* 
seitigung  der  Funktionen  durch  Vorbehandlung  mit 
Hammelblut. 

Es  ergibt  sich  daher  auf  Grund  der  mitgeteilten  Versuche,  da£ 
die  wirksamen  Stoffe  des  normalen  Kaninchenserums  sowohl  durch 
Meerschweinchenniere,  als  auch  durch  Hammelblut  beeinflußt  werden, 
und  es  entsprechen  daher  die  von  mir  erhobenen  Befunde 
der  Annahme,  daß  es  sich  bei  der  Wirkung  des  normalen 
Kaninchenserums  um  die  Funktion  der  in  ihm  enthal- 
tenen normalen  Antikörper  handelt. 

Trotzdem  möchte  ich  die  Frage,  ob  es  sich  tatsächlich  bei  der  hier 
behandelten  Funktion  der  normalen   Sera  nur  um  die  Wirkung  voo 
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Antikörpern,  insbesondere  um  diejenigen  der  normalen  hämolytischen 
Hammelblatambozeptoren  handelt,  vorläufig  dahingestellt  sein  lassen 
und  noch  weiterer  Erörterung  vorbehalten.  Ein  Teil  der  von  Bail 
und  Marqulies  erhaltenen  Versuchsergebnisse  bereitet  ja  der  Identi- 
fizierung der  die  Organwirkung  beeinflussenden  Stoffe  der  Normalsera 
mit  den  hämolytischen  Ambozeptoren  gewisse  Schwierigkeiten.  Zwar 
dürfte  die  Feststellung  von  Bail  und  Margulies,  daß  Meerschwein- 
chenorgane, die  durch  Behandeln  mit  Normalserum  ihr  Bindungsver- 
mögen eingebüßt  haben,  das  letztere  nach  dem  Kochen  wiedererhalten, 
auch  mit  der  Antikörperhypothese  vereinbar  sein,  wenngleich  meine 
eigenen  vorstehend  mitgeteilten  Versuche  das  Wiedererscheinen  der 
Bindungskraft  der  mit  Immunserum  beladenen  Organe  erst  beim 
Kochen  in  alkalischem  Medium  ergeben  haben.  Es  dürfte  aber  hin- 
reichen, für  die  Erklärung  dieses  Unterschiedes  im  Verhalten  des  nor- 
malen und  des  Immunserums  die  bekannten  und  schon  erwähnten 
Differenzen  in  den  Eigenschaften  normaler  und  immunisatorisch  er- 
zeugter Antikörper  verantwortlich  zu  machen.  Jedoch  kann  gelegentlich 
ein  Znsammenhang  zwischen  Gehalt  der  Normalsera  an  hämolytischen 
Ambozeptoren  und  ihrer  Fähigkeit,  das  Organbindungsvermögen  zu 
beeinflussen,  fehlen.  Diese  Erfahrungen  lassen  es  mir,  ebenso  wie 
Bail  und  Maroulies,  trotz  der  für  die  Antikörpernatur  der  fraglichen 
Stoffe  sprechenden  Versuche  zweifelhaft  erscheinen,  ob  man  die  Nor- 
malsernm Wirkung  ohne  weiteres  mit  der  Ambozeptorfnnktion  identi- 
fizieren darf.  So  ist  es  mir  in  manchen  Versuchen  schwerer  durch 
Vorbehandeln  mit  Meerschweinchennierenantisernm  als  mit  Normal- 
serom gelungen,  das  Ambozeptorbindnngsvermögen  aufzuheben,  obwohl 
mit  dem  Immunserum  größere  Mengen  hämolytischer  Ambozeptoren 
vorgelegt  wurden.  Andererseits  wird  man,  zumal  bei  Untersuchung 
mehrerer  Normalserumarten,  auch  keineswegs  ohne  weiteres  auf  einen 
engen  Parallelismus  von  Ambozeptorgehalt  und  Einfluß  auf  das  Organ- 
bindungsvermögen rechnen  können.  Unter' Berücksichtigung  der  Unter- 
suchungen von  Friedemann  darf  man  ja  eine  derartige  Gesetzmäßig- 
keit nur  dann  erwarten,  wenn  die  Normalhammelblutambozeptoren 
„heteropbil^  sind.  Enthält  aber  das  Normalserum  auch  oder  nur  iso- 
phile  Hammelblutambozeptoren,  so  muß  natQrlich  ein  entsprechender 
Einfluß  auf  die  Organe  fehlen.  Trotzdem  mahnen  aber  Befunde  über 
das  Bestehen  merklicher  Organbeeinflussungen  bei  geringem  oder  feh- 
lendem Ambozeptorvorrat  zur  Vorsicht  bei  der  Verallgemeinerung. 

Will  man  daher  den  Mechanismus  der  Normalserumwirkung  in 
Uebereinstimmung  mit  Bail  und  Margulies  nicht  oder  nicht  allein 
auf  ihren  Gehalt  an  hämolytischen  Antikörpern  zurückführen,  so 
scheint  mir  eine  andere  Auffassung  erörternswert  zu  sein,  die  den 
Vorgang  mehr  in  das  Gebiet  physikalisch-chemischer  Erschei- 
nungen verweisen  würde.    Es  wäre  denkbar,  daß  bei  der  Behandlung 
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der  Organe  mit  normalen  Seris  eine  Kolloidreaktion  in  dem  Sinne 
vorliegt,  daß  durch  die  Organe  die  Serumeiweißkörper,  insbesondere  die 
leicht  fällbaren  Globuline,  niedergerissen  würden  und  die  Organe  ge- 
wissermaßen umhüllten,  derart,  daß  die  Rezeptoren  in  unspezifischer 
Weise  ihrer  Funktion  beraubt  erschienen.  Das  mitgeteilte  Versuchs- 
material  würde  sich  mit  dieser  Anschauung  meines  Erachtens  gut  ver- 
einen lassen.  Daß  das  inaktivierte  Serum  schwächer  wirkt  als  das 
aktive,  wäre  erklärlich,  da  durch  den  Vorgang  des  Inaktivierens  eine 
Stabilisierung  der  Eiweißkörper  stattfindet,  und  die  Wiedergewinnong 
der  Rezeptorfunktion  durch  das  Kochen  würde  gleichsam  verständlich 
sein,  i^enn  man  berücksichtigt,  daß  durch  die  hohe  Temperatur  die 
umhüllenden  Eiweißkörper  prinzipiell  verändert  werden  und  dadarcli 
die  physikalische  Bindung  aufgelöst  wird.  Endlich  würde  auch  eine 
Abnahme  der  Beeinfiußbarkeit  der  Organe  nach  dem  Erhitzen  einer 
gleichsinnigen  Deutung  zugänglich  sein  und  je  nach  der  physikalischen 
Beschafifenheit  des  Organmaterials  graduell  variieren  können. 

Folgt  man  dieser  Auffassung,  so  steht  allerdings  nichts  im  Wege, 
daneben  auch  den  normalen  Ambozeptoren  eine  Beteiligung  bei  der 
Wirkung  der  Normalsera  zuzusprechen.  Nur  darf  man  nicht  in  eine 
strikte  Abhängigkeit  vom  Gehalt  an  heterophilen  Ambozeptoren  er- 
warten, da  ja  die  nachweisbare  Erscheinung  dann  die  Summe  von  zwei 
Vorgängen  wäre,  und  auch  dann  eintreten  kann,  wenn  die  Ambozep- 
toren fehlen. 

So  würden  sich  Abweichungen  von  der  zu  erwartenden  Gesetz- 
mäßigkeit wohl  erklären.  Die  Tatsache,  daß  im  allgemeinen,  wie  Bau 
und  Margulies  angegeben  haben,  nur  die  Sera  des  Kaninchentyps 
das  Ambozeptorbindungsvermögen  beseitigen,  nicht  die  Sera  des  Meer- 
schweinchentyps, würde  eine  Erklärung  finden  können,  wenn  man  be- 
rücksichtigt, daß  vielleicht  das  Niederreißen  der  SerumeiweißstoflFe  auf 
die  Organe  durch  Antikörperwirkung  vermittelt  wird,  ohne  daß  aller- 
dings hierfür  die  Quantität  der  vorhandenen  Antikörper  maßgebend 
sein  müßte  Außerdem  aber  ist  zu  berücksichtigen,  daß  auch  die  Sera 
der  Tierarten  vom  Meerschweinchentyp,  wie  zuerst  Orudschiew  für 
das  Meerschweinchenserum  gezeigt  hat,  Rezeptoren  für  Hammelblat- 
ambozeptoren  besitzen  können.  Es  ist  daher  auch  an  die  Möglichkeit 
zu  denken,  daß  bei  der  Vorbehandlung  der  Organe  mit  Seris  der  Tiere 
vom  Meerschweinchentypus  ambozeptorbindende  Rezeptoren  aus  den 
letzteren  auf  die  Organe  niedergeschlagen  werden  und  die  letzteren 
dadurch  auch  nach  der  Vorbehandlung  mit  solchem  Serum  binden. 

So  wäre  auch  ein  von  Bail  und  Maroulies  mitgeteilter  Versuch 
verständlich,  indem  es  ihnen  gelang,  durch  Vorbehandlung  von  Kanin* 
chenorganen  mit  Hundeserum  (unsicher  auch  mit  Pferdeserum)  den 
Kaninchenorganen  ein  Ambozeptorbindungsvermögen  für  Meerschwein- 
chennierenantiserum  zu  verleihen.    Allerdings  würde  man  hieraus  kaum 
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den  Schloß  ziehen  dürfen,  daß  ein  derartiger  Vorgang  der  Ueber- 
tragung  von  Serumwirkangen  auf  Organe  den  natürlichen  Vorgängen 
im  Organismus  der  Tierarten  vom  Meerschweinchentypus  entspricht. 
Näher  liegt  es  wohl  anzunehmen,  daß  die  Rezeptoren  im  Blutserum 
aus  den  Organen  oder  den  Leukocyten,  denen  sie  nach  SpIt^)  gleich- 
falls eigen  sind,  herrühren,  sei  es,  daß  sie  bei  dem  physiologischen 
Zellzerfall  in  die  Säfte  gelangen,  sei  es,  daß  sie  bei  der  Durchblutung 
der  Organe  gewissermaßen  ausgespült  werden.  Bis  zu  einem  gewissen 
Grade  gelingt  es  im  Reagenzglas,  bereits  durch  Vorbehandlung  der 
Organsuspensionen  mit  schwachen  Alkalilösungen  Rezeptoren  zu  extra- 
hieren. Es  handelt  sich  hier  um  Beobachtungen,  über  die  im  folgenden 
Abschnitt  mit  der  Mitteilung  von  Erfahrungen  über  das  Verhalten  der 
nach  Antiserumbehandlung  der  Organe  entstehenden  Rezeptorambo- 
zeptorkomplexe  berichtet  werden  soll  und  die  vielleicht  auch  zur 
Beurteilung  der  Wirkung  der  Normalsera  bei  einer  weiteren  Analyse 
herangezogen  werden  müßten. 

Wie  man  aber  auch  die  hier  behandelte  Nonnalserumwirkung  auf- 
fassen will,  so  fügen  sich  doch  die  Ergebnisse  zwanglos  ein,  wenn 
man  für  die  Funktion  der  Organe  vom  Meerschweinchentyp  Rezep- 
toren im  Sinne  Ehrlighs  verantwortlich  macht.  Ob  es  sich  hierbei 
um  primäre  oder  sekundäre  Anlagen  handelt,  ist  eigentlich  in  diesem 
Sinne  nicht  von  wesentlicher  Bedeutung.  Denn  für  die  verschieden- 
artige Verteilung  der  Hammelblutrezeptoren  in  der  Tierreihe  müßte 
man  doch  letzten  Endes  irgendwelche  primäre  Differenzen,  bzw.  ver- 
schiedenartige biologische  Reaktionsfähigkeiten  des  Organismus  ver- 
antwortlich machen.  So  würde  auch  die  interessante  Annahme  Friede- 
manns, nach  der  die  Differenzierung  der  ambozeptorbindenden  Rezep- 
torfunktionen in  der  Tierreihe  die  Folge  des  wechselnden  Antikörper- 
bindungsvermögens ist,  primäre  Verschiedenheiten  biologischer  Quali- 
täten voraussetzen. 

III.  lieber  das  Verhalten  der  Anibozeptorverbindungen 
der  Organrezeptoren. 

Maßgebend  für  die  Rezeptornatur  der  ambozeptorbindenden  Organ- 
bestandteile ist  nun  auch  die  Fähigkeit  der  Restituierbarkeit 
der  beiden  Komponenten.  Bereits  im  ersten  Abschnitt  haben 
wir  gesehen,  daß  dank  der  Stabilität  der  Rezeptoren  es  möglich  ist, 
durch  Erhitzen  im  alkalischen  Medium  oder  durch  Alkoholextraktion 
die  ambozeptorbindende  Kraft  aus  neutralisierten  Rezeptor-Ambozeptor- 
komplexen  wiederzugewinnen.  Daß  auch  die  an  Organsuspensionen 
gebundenen  Ambozeptoren  ihre  Funktion  nicht  eingebüßt  haben,  ergab 


1)  Spät,  Zeitschr.  f.  Immun  itätsforsch.,   Bd.  21,   1914,  S.  565. 
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sich  bereits  aus  den  Versuchen  von  Moroenroth  und  BielingM, 
nach  denen  ein  Uebergang  der  im  Ueberschuß  an  Organe  gebundenen 
hämolytischen  Ambozeptoren  auf  Blutkörperchen  ebenso  gelingt,  wie 
bei  entsprechenden  Versuchen  von  ambozeptorbeladenen  zu  naüveB 
Blutkörperchen.  In  einer  früheren  Arbeit  habe  ich  zudem  in  Gemein- 
schaft mit  Seitz^)  zeigen  können,  daß  auch  die  Loslösung  der  Ambo- 
zeptoren aus  ihren  Verbindungen  mit  den  Organrezeptoren  im  alkali- 
schen Medium  gelingt,  daß  also  auch  in  dieser  Hinsicht  die  gleichen 
Bedingungen  vorliegen,  wie  nach  den  Untersuchungen  von  Rondoki') 
fOr  die  Abspaltung  der  hämolytischen  Ambozeptoren  aus  beladenen 
roten  Blutkörperchen.  Diese  Feststellung  war  zugleich  insofern  von 
Interesse,  als  von  Friedberoer  und  Schiff^)  in  Würdigung  des 
Fehlens  einer  erkenntlichen,  die  Verteilung  des  Rezeptortyps  in  der 
Tierreihe  erklärenden  Gesetzmäßigkeit,  die  an  und  für  sich  immerhin 
denkbare  Möglichkeit  erörtert  wurde,  daß  es  sich  bei  der  Antiambo* 
zeptorwirkung  der  Organe  nicht  um  eine  echte  Ambozeptorbindung. 
sondern  um  eine  Zerstörung  von  Ambozeptoren  handeln  könnte.  Unsere 
früheren  Versuche  zeigten  jedoch,  daß  eine  Zerstörung  des  Ambozep- 
tors  durch  die  Organsuspension  nicht  in  Frage  kommt,  vielmehr  ^eine 
spezifische  Bindung  der  Ambozeptoren  an  die  Organrezeptoren  vorliegt. 
Allerdings  war  in  den  Versuchen  von  mir  und  Seitz  eine  quan- 
titative Wiedergewinnung  der  an  die  Organsuspension  gebundenen 
Ambozeptoren  nicht  möglich  gewesen.  Freilich  hat  es  sich  gezeigt, 
daß  die  Zentrifugate,  die  durch  Behandlung  ambozeptorbeladener  Or- 
gansuspensionen mit  Natronlauge  gewonnen  werden,  nicht  nur  den 
Ambozeptor,  sondern  zugleich  auch  den  Rezeptor  enthalten  können. 
Es  war  nämlich  durch  Neutralisieren  der  Zentrifugate  vor  der  Be- 
stimmung des  Ambozeptorgehaltes  möglich,  die  Ambozeptorwirkuog 
wieder  aufzuheben.  Unter  diesen  Umständen  erschien  die  Annahme 
naheliegend,  daß  auch  bei  der  primären  Behandlung  von  Organsus- 
pensionen mit  hämolytischem  Immunserum  nicht  der  gesamte  ver- 
brauchte Ambozeptorgehalt  an  dem  durch  Zentrifu  gieren  erhaltenen 
Sediment  haftet,  sondern  daß  bereits  durch  die  vorgelegten,  die  Anti- 
körper enthaltenden  Serum  Verdünnungen  ein  mehr  oder  weniger  großer 
Teil  der  Organrezeptoren,  gebunden  an  Ambozeptoren  in  die 
Zwischenfiüssigkeit  gelangt  und  dadurch  im  Sediment  fehlt.  Daß  dem 
so  ist,  zeigt  folgendes  Versuchsbeispiel: 

5  com  Meerschweinchennierensuspension  werden  mit  12,6  com  10-fach 
verdünnten  Meerschweinchennierenantiserums  unter  Zusatz  von  7,5  ccm 
Kochsalzlösung  1  Stunde  bei  Sl^  digeriert. 

1)  MoRQENROTH  uod  BiELiNQ,  Blochem.  Zeitschr.,  Bd.  68,  1915,  S.  85. 

2)  Gborqi  und  Sbitz,  1.  c. 

3)  ROMDONI,   1.   c. 

4)  Fribdbebobr  und  Schiff,  1.  c. 
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Der  nach  dem  Zentrifngieren  gewonnene  Abgnß  wurde  in  absteigen- 
den  Mengen  auf  seinen  Ambozeptorgehalt  geprüft,  und  zwar 

a)  unter  Zusatz  von  je  0,1  com  normal/25  NaOH, 

b)  „  „         „  „  0,1  „  normal/50       „ 

c)  „  „         „  „  0,1  „  normal/100     „ 

d)  „  „         „  11  0,1  „  physiologischer  NaCl. 
In  einer  Kontrollreihe 

e)  wurde   der  Ambozeptorgehalt   des   nativen   20- fach  verdünnten 
Meerschweinchennierenantiserums  geprüft. 

Das  Ergebois  zeigt  Tabelle  13. 

Tabelle  13. 


Hftmolyse   von  0,5  ccm   Hammelblntaufschwemmung  durch 

Menge  des 

0,05  ccm   MeerBchweiuchenserum   und   abateigenden   Mengen 

20-lach  ver- 
dünnten 

Meerschweinchen  nierenantiserum 

MeerschweiD- 

nach  Vorbehandlung  mit  Meerach  weinchen  nieren- 

chennieren- 

auapenaion  und  Zuaatz  von  0,1  ccm 

e)  natiy 

antiaerums 
ocm 

a)  normal/25 

b)  normal/50 
NaOfl 

c)  normal/100 
NaOH 

d)Naa 

1,0 

0 

komplett 

fast  kompl. 

0 

komplett 

0^ 

0 

>t 

atark 

0 

1, 

0^5 

0 

M 

mäßig 

0 

» 

0,15 

0 

fast  kompl. 

wenig 

0 

n 

9'i 

0 

wenig 

Spur 

0 

1» 

0,06 

0 

Spürchen 

Spürchen 

0 

fast  kompl. 

0.025 

0 

0 

0 

0 

wenig 

0.16 

0 

0 

0 

0 

T 

0 

0 

0 

0 

0 

Aus  der  Tabelle  ergibt  sich  zunächst,  daß  eine  praktisch  vollstän- 
dige Ambozeptorbindung  stattgefunden  hat  (Kolonne  d).  Trotzdem  ge- 
lingt es  aber,  wie  die  Reihen  b)  und  c)  der  Tabelle  zeigen,  durch  Zu- 
satz von  Natronlauge  in  der  an  und  für  sich  unwirksamen 
Flüssigkeit  hämolytische  Ambozeptoren  nachzuweisen, 
und  zwar,  wie  Reihe  b)  zeigt,  bei  geeigneter  Alkalikonzentration  in 
recht  erheblicher  Menge.  Es  ist  hier  etwa  Vs  des  vorgelegten  und 
durch  die  Organrezeptoren  gebundenen  Ambozeptorvorrats  im  Abguß 
nachweisbar,  d.  h.  es  befinden  sich  33  Proz.  des  Ambozeptors  als  Re- 
zeptorverbindung im  Abguß.  Man  muß  daher  bei  dem  weiteren 
Versuch,  die  Ambozeptoren  aus  dem  mit  Antiserum 
vorbehandelten  Sediment  wiederzugewinnen,  bereits 
mit  einem  mehr  oder  weniger  erheblichen  Verlust 
rechnen. 

Daß  bei  zu  starkem  Alkalizusatz  (Reihe  a)  die  Ambozeptorwirkung 
fehlt,  ist  nicht  überraschend.  Ein  zu  großer  Alkaligehalt  kann  ja,  wie 
bekannt,  die  hämolytische  Wirkung  des  Immunserums  verhindern,  sei 
es,  daß  er  inaktivierend  auf  das  Komplement  wirkt,  sei  es,  daß  er  die 
Bindung  der  Ambozeptoren  an  die  Blutkörperchen  verhindert  oder  auch 
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die  Ambozeptoren  schädigt^).  Daß  bei  geringerem  Alkaligehalt  trotz- 
dem ein  üebergang  der  Ambozeptoren  aus  ihrer  Organrezeptorver- 
bindung auf  die  Blutkörperchenrezeptoren  stattfindet,  dürfte,  wie  schon 
in  der  Arbeit  von  Seitz  und  mir  erörtert  wurde,  eine  Erklärung  durch 
die  Annahme  finden,  daß  im  alkalischen  Medium  die  Bindung  der  ab- 
gespaltenen Ambozeptoren  an  das  korpuskulare  Blutkörpercbeo- 
antigen  weniger  stark  beeinflußt  wird,  als  an  das  gelöste  Organ- 
antigen oder  auch,  daß  der  schon  von  Morgenroth  und  Bieling 
beschriebene  Uebertritt  im  Ueberschuß  gebundener  Ambozeptoren  darcb 
alkalische  Reaktion  eine  Begünstigung  erfährt. 

Daß  in  der  Tat  bei  dem  hier  beschriebenen  Vorgang  ein  üeber- 
gang im  Ueberschuß  gebundener  Ambozeptoren  auf  die  Hammelblut- 
körperchen in  Betracht  gezogen  zu  werden  verdient,  ergibt  sich  auch 
aus  der  Tatsache,  daß  oftmals  die  durch  Natronlaugewirkung  nach- 
weisbare Hämolyse  weit  «tärker  war,  wenn  zunächst  die  alkalisierteu. 
abgesättigten  Rezeptor-Ambozeptorkomplexe  mit  den  Blutkörpereben 
digeriert  wurden,  bevor  der  Komplementzusatz  erfolgt.  Es  bandelt 
sich  also  hier  um  die  gleichen  Verhältnisse,  wie  sie  bei  den  bekannten 
Versuchen  von  Moroenroth^)  und  Muir^),  den  Üebergang  gebundener 
Ambozeptoren  auf  native  Blutkörperchen  zu  demonstrieren,  vorliegen. 
Auch  hier  gelingt  der  Nachweis  erst  dann,  wenn  ambozeptorbeladene 
und  native  Blutkörperchen  vor  dem  Komplementzusatz  digeriert  sind. 
Daß  dementsprechend  oftmals  die  Bedingungen  beim  Nachweis  der 
Ambozeptoren  in  dem  mit  Organsuspensionen  vorbehandelten  Immun- 
serum  gleichsinnig  sind,  zeigt  das  folgende  Versuchsbeispiel: 

16  ccm  MeerschweiDchennierensuspensioD  werden  mit  37,5  com  !<>• 
fach  verdünnten  Meerschweinchennierenantiserums  unter  Zusatz  von  22,5  ccm 
physiologischer  Kochsalzlösang  1  Stunde  bei  37^  digeriert  (=  2<>fach 
verdünntes  Meerschweinchennierenantiserum). 

Nach  dem  Zentrifugiereu  werden  10  ccm  des  Abgusses  mit  1  ccm 
normal/20  NaOH  10  Minuten  bei  37  ^  gehalten  und  sodann  auf  Ambozep- 
torgehalt  geprüft: 

a)  unter  sofortigem  Mischen  absteigender  Mengen  mit  0,5  ccm  Ham- 
melblutaufschwemmung uud  0,05  ccm  Meerschweinchenserum, 

b)  unter  zuvorigem  Mischen  von  absteigenden  Mengen  mic<  0,5  ccm 
Hammel blutauf seh wemmuDg  und  Zusatz  von  '0,05  ccm  Meerschweinchen- 
serum nach  1-stündigem  Aufenthalt  bei  37 <^. 

Reihe  c)  zeigt  die  hämolytische  Wirkung  des  Abgusses  ohne  Alkali* 
Zusatz, 


1)  Es  ergibt  sich  zugleich,  daß,  wie  übrigens  auch  besondere  Knu- 
trollversuche zeigten,  nicht  etwa  eine  Ambozeptorfraktion  durch  hämo- 
lytische Wirkungen  von  unspezifischen  Organextraktivstoffen  im  alkalLscheo 
Medium  vorgetäuscht  wird. 

2)  MoROBNBOTH,  Münch.  med.  Wochenschr.,  1903,  Nr.  2. 

3)  MuiR,  Lancet,   1903,  and  Brit.  med.  Journ.,  1904,  p.  577. 
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Heihe  d)  diejenige  des  nativen  20-facb  verdünnten  Meerschweineben- 
ni  erenantiserums. 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  14. 

Tabelle  14. 


Hämolyse  von  0,5  ccm  HammelblutaufBchwemmuDK  durch 
0,05  ccm  Meerechweincheneerum  und  absteigende  Mengen 

Mengen  dee 

20-fach  ver- 

MeerschweinchennierenantiBerum 

dannten 
Meer- 

nach  Vorbehandlung  mit  MeerschweiDchen- 

schweiDchen- 

nierensuspension 

nierenanti- 
fierums 

alkalisiert 

c)  nativ 

d)  nativ 

a)  bei  sofortigem 

b)  bei  späterem 

ccm 

Komplementzttsatz 

KompleroentzuBatz 

1,0 
0,5 

8pur 
maßig 

komplett 

0 
0 

komplett 

0,25 

V 

n 

0 

ff 

0.15 

» 

m 

0 

ff 

0,1 

wenig                         stark 

0 

ff 

0,05 

Spur 

mäßig 

0 

ff 

0,025 

Spürchen 

wenig 

0 

ff 

0,015 

n 

Spur 

0 

Stark 

0,01 

0 

1» 

0 

mäßig 

0,005 

0 

Spürchen 

0 

wenig 

0,0025 

0 

• .    •     :    0 

Spur 

0 

0 

V 

0 

0 

Bestätigt  die  Tabelle  zunächst,  daß  wiederum  nach  dem  Digerieren 
von  Antiserum  mit  Meerschweinchennierensuspension  nicht  unerheb- 
liche Mengen  von  Ambozeptorkomplexen,  die  durch  Natronlangewir- 
kung nachweisbar  sind,  im  Abguß  zurückbleiben,  so  zeigt  fernerhin  ein 
Vergleich  der  Kolonnen  a)  und  b),  daß  nach  vorherigem  Dige- 
rieren von  Abguß  mit  Blutkörperchen  weit  mehr  Ambo- 
zeptor  im  Abguß  nachweisbar  ist,  als  wenn  der  Komple- 
mentzusatz sofort  erfolgt.  Man  wird  für  diesen  Unterschied 
zwar  auch  die  Interferenz  von  antikomplementären  Funktionen  ver- 
antwortlich machen  müssen,  die  sich  beim  sofortigen  Komplementzusatz 
weit  stärker  dokumentieren,  als  bei  vorherigem  Mischen  von  Blutkörper- 
chen und  Abguß,  das  der  vorangehenden  Sensibilisierung  der  Blut- 
körperchen Gelegenheit  gibt,  und  so  erklärt  es  sich,  daß  in  Keihe  a) 
die  größte  Dosis  weniger  stark  hämolytisch  wirkt,  als  die  kleinere. 
Jedoch  wird  man  daneben  wohl  auch  dem  Moment  des  Ueberspringens 
Beachtung  schenken  dürfen.  Jedenfalls  ergibt  sich  in  vielen 
Fällen  eine  weit  größere  Ausbeute,  wenn  der  Komple- 
mentzusatz erst  später  erfolgt,  und  dadurch  ist  dieses 
methodologische  Vorgehen  für  die  Möglichkeit  quanti- 
tativer Demonstration  der  Wiedergewinnung  von  wesent- 
licher Bedeutung. 

Die  mitgeteilten  Versuche  zeigen,  daß  durch  Alkalieinwirkung  ein 
einfaches  Mittel  gegeben   ist,   in  Flüssigkeiten,   die  abgesättigte  Kom- 
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plexe  von  Rezeptoren  und  Ambozeptoren  enthalten,  die  Ambozeptor- 
gegenwart  nachzuweisen.  Dieser  Nachweis  ist  mir  übrigens  in  der- 
selben Weise  auch  gelungen,  wenn  ich  als  Rezeptoren  von  vornherein 
Meerschweinchenorganextrakte  oder  alkoholische  Organanszfige  benutzte. 
Man  könnte  daher  daran  denken,  daß  auch  in  den  normalen  Seris  der 
Tierarten  vom  Meerschweinchentypus  heterophile  Hammelblutambozep- 
toren  vorhanden  sind  und  nur  durch  die  gleichzeitige  Gegenwart  von 
entsprechenden  Rezeptoren  überdeckt  werden.  Orientierende  Versnche, 
die  von  diesem  Gesichtspunkte  aus  erstrebten,  im  Meerschweinchenserum 
hämolytische  Hammelblutambozeptoren  durch  Natronlaugeeinwirkung 
nachzuweisen,  bzw.  die  hämolytische  Ambozeptorwirkung  der  Sera  za 
steigern,  hat  bisher  aber  nicht  zu  eindeutigen  Ergebnissen  geflhrt. 

Die  Tatsache,  daß  bei  der  Behandlung  der  Organsuspensionen  mit 
Antiserum  Rezeptor-Ambozeptorkomplexe  im  Abguß  nachweisbar  sind, 
dürfte  wohl  darin  eine  Erklärung  finden,  daß  bei  diesem  Vorgang  ein 
Teil  des  ambozeptorbeladenen  Organeiweißes  in  Lösung  geht  Es 
handelt  sich  hier  keineswegs  um  ein  ungenügendes  Zentrifugieren,  eine 
Fehlerquelle,  an  die  man  ja  denken  muß,  für  die  aber  besondere  Kon- 
trollversuche keinen  Anhaltspunkt  ergaben.  Jedoch  deutete  die  mehr 
oder  weniger  leichte  Trübung  auch  der  durch  scharfes  Zentrifugieren 
erhaltenen  Abgüsse,  die  bei  der  einfachen  Behandlung  der  Organe  mit 
physiologischer  Kochsalzlösung  nicht  wahrzunehmen  war,  darauf  hin, 
daß  wohl  mit  einem  Löslichwerden  von  Organbestandteilen  zu  reebnen 
ist.  Tatsächlich  sprechen  meine  Versuche  dafür,  daß  bereits  durch 
Behandlung  der  nativen  Meerschweinchennierensuspension  mit  ver- 
dünnten Natronlaugelösungen  Rezeptoren  in  Lösung  gehen«  obwohl  es 
sich  um  so  oft  gewaschene  Organsuspensionen  handelt,  daß  ein  Ueber- 
gang  von  weiteren  Rezeptoren  im  neutralen  Medium  nicht  mehr  in 
Betracht  kommt. 

Je  1  ccm  Meerschweinchennierensuspension  werden 
I.  mit  3  ccm  physiologischer  Kochsalzlösung, 
IL  mit  3  ccm  normal/ 100  NaOH 
10  Minuten  '  im  Wasserbad    bei  37  ^  gehalten   und  sodann  abzentrifogiert. 
Sodann  werden 

a)  die  Sedimente  mit  physiologischer  Kochsalzlösung  auf  1  ccm  aal- 
gefüllt  und  mit  2,5  ccm  25-fach  verdünnten  Meersohweinchennierenanti- 
Serums  unter  Zasatz  von  1,5  ccm  physiologischer  Kochsalzlösung  1  Stunde 
bei  37  <>  digeriert. 

b)  Die  Abgüsse  (II.  nach  dem  Neutralisieren  mit  0,3  ccm  normal/10 
HCl)  in  der  Menge  von  2,5  ccm  mit  2,5  ccm  25-fach  verdünnten  Meer- 
schweincheDDierenantiserums  1  Stunde  bei  37^  digeriert. 

Schließlich  wird  die  hämolytische  Wirkung  der  Gemische  [a)  nach 
dem  Zentrifugieren  derselben]  ermittelt,  indem  sie  in  absteigenden  Mengen 
mit  Hammel blut  digeriert  werden  und  1  Stunde  sp&ter  KomplementzuBati 
erfolgt.  Gleichzeitig  erfolgt  die  Bestimmung  (Reihe  c)  des  Amboxeptor- 
gehaltes  des  nativen  50-fach  verdünnten  Meerschweinchennierenantisemma 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  15. 
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Tabelle  15. 


HämolTBe  von  0,5  ccm  HammelblutaufBchwemmang  durch  0,05  ccm 
MeerschweinchenBerum    und   absteigende  Mengen   Meerschwein- 

chennierenaot  sernm 

.'iO-fach  ver- 
dünntes 

nach  Vorbehandlung  mit 

Meerschwein- 

I. 

IL 

chennieree- 
antisemm 

neutraler  Meerschwein- 

alkaiisierter  MeerRchwein- 

chennierensnspension 

chen  nierensuspension 

c)  natiy 

ccm 

a,8edl.«,t     '»^[^- 

b)  neutrali- 
a)  Sediment  siertes  Zentri- 
fugat 

1.0 

Spur           komplett    i       mäßig 

f.  kompl. 

komplett 

2'5 

!           V  ^        '       wenig 

Spürchen 

0^5 

Spürcheo              „          1          , 

0 

0,15 

0          :          «          ;        Spur 

0 

0,1 

0          1      .     . 

0 

0 

0,05 

0                 mäfiig 

0                    0 

0,025 

0          i       wenig 

0 

0 

f.  kompl. 

0,013 

0 

Spfirchen 

0 

0 

stark 

0,01 

0 

0 

0 

0 

wenig 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

Aus  der  Tabelle  ergibt  sich,  daß  beim  Behandeln  der  Meerschwein- 
chennierensuspension  mit  neutraler  physiologischer  Kochsalzlösung  keine 
wesentlich  bindenden  Bestandteile  in  die  Zwischenflfissigkeit  übergehen, 
denn,  wie  Kolonne  I  b)  zeigt,  besitzt  der  Abguß  im  Gegensatz  zu  dem 
Sediment  (la)  nur  ein  sehr  geringes  Ambozeptorbindnngsvermögen. 
Dagegen  ist  durch  Vorbehandlung  der  Meerschweinchennierensuspension 
mit  schwacher  Natronlaugelösung,  wie  Kolonne  IIb)  zeigt, 
ein  erheblicher  Teil  der  ambozeptorbindenden  Rezep- 
toren in  die  Flüssigkeit  übergegangen.  Es  gelingt  also  dnrch 
Natronlangeeinwirkung  aus  den  Organsuspensionen  einen  nicht  uner- 
heblichen Teil  des  Rezeptorbindungsvermögens  zu  extrahieren,  und  es 
ist  möglich,  daß  bei  dem  Nachweis  von  Rezeptor- Ambozeptorkomplexen 
in  den  mit  Organen  behandelten  Antiseruraverdünnungen  gleichfalls  die 
alkalische  oder  sonstige  Beschaffenheit  des  Serums  eine  Rolle  spielt. 

Die  Versuche  über  die  Eignung  der  alkalischen  Reaktion  für  die  Ge- 
winnung von  biologisch  nachweisbaren  Zellbestandteilen  erinnern  auch  an 
die  Möglichkeit,  durch  alkalische  Flüssigkeiten  aus  Bakterienzellen  Gift- 
stoffe zu  gewinnen.  So  hat  Arinkin  ^)  im  Laboratorium  Mobgemroths 
zeigen  können,  daß  sich  aus  Agarkultnren  des  Vibrio  Naskin  durch  physio- 
logische Kochsalzlösung  niemals  ein  Hämolysin  extrahieren  läßt,  daß  aber 
in  alkalische  Kochsalzlösung  innerhalb  kurzer  Zeit  ein  sehr  wirksames 
Hämolysin  übergeht.  Vielleicht  handelt  es  sich  bei  der  von  mir  nach- 
gewiesenen Extraktion  von  ambozeptorbindenden  Rezeptoren  in  alkalischer 
Flüssigkeit  um  wesensgleiche  Vorgänge.  Aach  ist  an  die  Möglichkeit  zu 
denken,   daß   auch  bei  anderen  BiJcterienarten  der  Alkaligehalt  in  diesem 


1)  Arinkik,  Bioch.  Zeitschr.,  Bd.  6,  1907,  8.  226. 

Arb.  a.  d.  Inst.  f.  ezp.  Ther.  u.  d.  Georg  Speyer-Uanae  xu  Frankfurt  a.  M.  IX. 
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Sinne  wichtig  für  die  Tozinbildung  oder  die  ToziDgewiimang  ist,  und 
gerade  deshalb  die  Aasbente  an  Bakterientozinen  bei  der  Zlichtiiiig  in 
Bouillon  mehr  oder  weniger  von  der  Alkaleezenz  des  Nährbodens  abhängen 
kann,  wie  das  bei  den  Bakterienhämolysinen,  insbesondere  für  die  Ge- 
winnung dos  Staphylolysins  nach  M.  Nbissbk  und  WbchsbsrgM,  sntrifft 
In  bisherigen  Versuchen,  in  denen  ich  aus  Agarkulturen  von  Staphylo- 
kokken durch  Natronlaugebehandlung  Staphylolysin  zu  gewinnen  versuchte, 
ist  mir  das  allerdings  nur  andeutungsweise  gelungen. 

Da  sich  nun  jedenfalls  ergeben  hat,  dafi  es  durch  Natronlauge- 
behandlung  der  Meerschweinchennierensuspension  möglich  ist,  fonktions- 
fähi^e  Rezeptoren  in  nicht  unerheblicher  Menge  zu  extrahieren,  so  kann 
die  in  meiner  früheren  Arbeit  in  Gemeinschaft  mit  Seitz  ^)  beschriebene 
Tatsache,  daß  durch  Behandlung  ambozeptorbeladener  Organsuspensioneo 
mit  Natronlange  nicht  nur  der  Ambozeptor,  sondern  auch  der  Rezeptor 
im  Zentrifngat  erhalten  wird,  nicht  mehr  überraschen.  Es  ist  dabei  för 
die  Auffassung  des  Vorganges  nicht  wesentlich,  ob  man  annimmt,  dafi 
ans  dem  ambozeptorbeladenen  Organ  durch  Natronlange  zunächst  einer- 
seits Ambozeptor  abgespalten,  andererseits  Rezeptor  extrahiert  wird. 
oder  ob  es  sich  um  eine  Extraktion  der  Rezeptor- Ambozeptorkomplexe 
mit  ihrer  sekundären  Trennung  handelt.  In  letztem  Falle  könnte  mao 
allerdings  beim  Nachweis  der  Ambozeptoren  im  Zentrifugat  der  alkali- 
schen Reaktion  zugleich  die  Rolle  eines  Förderers  des  Uebertrittes  der 
in  Lösung  gebundenen  Ambozeptoren  an  die  korpuskularen  Rezeptoreo 
der  roten  Blutkörperchen  vindizieren. 

Jedenfalls  gelingt  es  in  allen  Fällen  —  und  das  gilt  auch  für  das 
Verhalten  der  direkt  nach  Vorbehandlung  der  Meerschweinchennieren- 
suspension  mit  Antiserum  gewonnenen  Zentrifugale  —  durch  Neutrali- 
sieren der  alkalisierten  Flüssigkeiten  mit  Salzsäure  die  Ambozeptor- 
wirkung  wieder  zum  Schwinden  zu  bringen,  also  die  Rezeptor-Anibo- 
zeptorverbindung,  sofern  überhaupt  eine  Dissoziation  stattgefunden  hat. 
wieder  zustande  kommen  zu  lassen.  Ergab  sich  diese  Tatsache  bereits 
aus  den  Versuchen  von  mir  und  Seitz  für  die  durch  Natronlaugeein- 
wirkung gewonnenen  Zentrifugate  aus  dem  ambozeptorbeladenen  Meer- 
schweinchennierensediment, so  zeigten  meine  neueren  Versuche,  dafi  das 
gleiche  auch  für  das  direkt  mit  Meerschweinchennierensuspension  Tor- 
behandelte  Antiserum  gilt.    Folgendes  Versuchsbeispiel  mag  das  zeigen: 

Je  1  com  Meerschweinchennierensuspension  (a,  b  und  c)  werden  1  Stunde 
lang  mit  je  2,5  ccm  70-fach  verdünnten  Meerschweinchennierenantiserams 
unter  Zusatz  von  1,5  ccm  physiologischer  Kochsalzlösung  1  Stunde  bei 
87^  digeriert  und  sodann  abzentrifugiert: 

a)  Das  eine  Zeptrifagat  wird  unter  Zusatz  von  0,5  ccm  nonnal/15 
NaOH  30  Minuten  im  Brut8chrank  gehalten  und  sodann  auf  Ambozeptor- 
gehalt  geprüft. 

1)  M.  Nbissbr  und  Wbchsbbbg,  Zeitschr.  f.  Hyg.,  Bd.  36,  1900,  S.  299. 

2)  Gborgi  und  8bitz,  1.  c. 
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b)  Das  2.  Zentrifagat  wird  ebenso  behandelt  wie  a),  aber  vor  der 
Bestimmiuig  des  Ambozeptorgehaltes  darch  Zusatz  v.on  0,5  ocm  normal/15 
Salzsäure  neutralisiert. 

c)  Das  3.  Zentrifugat  wird  ohne  weitere  Behandlung  auf  Ambozeptor- 
gehalt  geprüft. 

In    einer  Kontrollreihe  (d)   wird   der  Ambozeptorgehalt  des   nativen 
140-fach  verdünnten  Meerschweinchennierenantiserums  festgestellt. 
Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  16. 

Tabelle  16. 


Mengen  des 
140-fiich  ver- 
dünnten  Meer- 
schweinchen- 
nierenantiserams 

ccm 

Uftmolyse  von  0,5  ccm  Hammelblutaufschwemmung 

durch  0,05  ccm  MeerBchwefnchenaerum  und  abeteigende 

Mengen  MeerschweincheDnierenantiBerums 

nach  Vorbehandlung  mit  Meerachwmnchen- 
Diereneuapension 

a)  alkaliuert 

b)  alkaliriert 

und 
neutralisiert 

c)  unbe- 
handelt 

d)  nativ 

0,5 

0,25 

0,15 

0,1 

0,05 

0,025 

0 

komplett 
stark 
wenig 
iSpnr 

0 

0 

0 

.  0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

komplett 
i> 
»» 

f.  kompl. 

wenig 

0 

Wenn  auch  im  vorliegenden  Falle  nur  etwa  20  Proz.  der  vorge- 
legten Ambozeptoren  im  Abguß  durch  Alkaliwirkung  nachweisbar  er- 
scheinen, so  ergibt  sich  doch  aus  einem  Vergleich  der 
Kolonnen  a)  und  b)  deutlich,  daß  die  Möglichkeit  des 
Ambozeptornach weises  nach  dem  Neutralisieren  wieder 
erlischt.  Die  durch  Alkaliwirkung  gespaltene  oder  gelockerte  Re- 
zeptor-Ambozeptorverbindung  erfährt  also  auch  hier  bei  der  Neutrali- 
sation eine  völlige  Restitution  zu  dem  Status  quo  ante. 

Auf  Grund  der  mitgeteilten  Versuchsergebnisse  ist  nun  freilich  um 
so  weniger  eine  quantitative  Wiedergewinnung  der  an  Meerschweinchen- 
organe gebundenen  Ambozeptoren  des  Meerschweincheanierenantiserums 
zu  erwarten.  Man  muß  berücksichtigen,  daß  einerseits  ein  Teil  der  be- 
nutzten Ambozeptormenge  schon  primär  in  der  Zwischenfiüssigkeit  als 
Rezeptor  Verbindung  zurückbleibt.  Aus  der  Rückkehr  der  durch  Alkali- 
wirkung beeinflußten  Rezeptor-Ambozeptorverbindung  zur  Norm  und 
aus  dem  Umstand,  daß  bei  der  Bestimmung  der  Ambozeptoren  im 
hämolytischen  Versuch  die  wirkliche  Alkalikonzentration  bereits  durch 
den  Zusatz  der  Blutkörperchen  und  des  Meerschweinchenserums  eine 
Abschwächung  erfährt,  ergibt  sich  aber  andererseits,  daß  es  in  mehr 
oder  weniger  hohem  Grade  von  Zufälligkeiten  abhängen  muß,  ob  man 
eine  geeignete  Alkalikonzentration  trifift,  die  die  tatsächlichen  Verhält- 
nisse in  möglichst  quantitativem  Ausmaße  darzustellen  er- 
laubt.   Dies  um  so  mehr,  als  man  auch  einen  Alkaliüberschuß  wegen 

5* 
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dessen  schädigendem  Einfluß  anf  den  hämolytischen  Vorgang,  bzw.  die 
ihn  verursachenden  Komponenten,  vermeiden  muß.  Unter  Berücksich- 
tigung aller  dieser  Momente  ist  es  mir  aber  in  mehrfachen  Versuchen 
gelungen,  die  Bedingungen  so  zu  gestalten,  daß  eine  Wiedergewinnung 
der  verbrauchten  Ambozeptoren,  wenn  auch  nicht  absolut  quantitati?, 
so  doch  in  einem  sehr  erheblichen  und  in  bezug  auf  die  vorliegende 
Fragestellung  durchaus  befriedigenden  Grade  gelang.  DafQr  kann 
folgender  Versuch,  in  dem  zugleich  bei  der  Bestimmung  des  Ambo- 
zeptortiters  das  Komplement  erst  nachträglich  zugefugt  wurde,  als 
Beleg  dienen. 

4  ocm  Meerschweinchennierensuspension  wurden  mit  10  ccm  25-fach 
verdünnten  Meerschweinchennierenantiserums  unter  Zusatz  von  6  ccm 
phyaiologiBcber  Kochsalzlösung  1  Stunde  im  Brutschrank  digeriert. 

Die  nach  dem  Zentrifugieren  gewonnenen  Abgüsse  wurden  in  der 
Menge  von  je  4,5  ccm 

a)  unter  Zusatz  von  0,6  ccm  normal/10  NaOH, 

b)  „  n  n     Of^     n     physiologischer  Kochsalzlösung 

10  Minuten  im  Wasserbade  bei  37  ^  gehalten  und  sodann  auf  Ambozeptor- 
gehalt  geprüft. 

Von  dem  auf  4  ocm  mit  physiologischer  Kochsalzlösung  aufgefüllten 
Sediment  wird  je  1  ccm 

c)  mit  5  ccm  normal/100  NaOH, 


d) 


physiologischer  Kochsalzlösung 


10  Minuten  im  Wasserbade  bei  37  ^  gehalten,  abzentrifugiert  und  die  Ab- 
güsse gleichfalls  auf  Ambozeptorgehalt  geprüft. 

Zugleich  wird  in  einer  Kontrollreihe  (e)  der  Ambozeptorgehalt  des 
nativen,    50-fach   verdünnten   Meerschweinohennierenantiserums  bestimmt 

In  allen  Versuchsreihen  werden  zunächst  absteigende  Mengen  der 
Flüssigkeit  mit  0,6  ccm  Hammelblutaufschwemmnng  1  Stunde  bei  37*  ge- 
halten  und   erst  dann   mit  je  0,06  ocm  Meerschweinebenserum  beschickt. 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  17. 

Tabelle  17. 


Meogen  des 

Hämolvse  von  0,5  ccm  Hammelblataufschwemmung  und  0,05  ocn 

Meerschweinchenserum  durch  absteigende  Mengen  MeerechweincheD- 

nierenantiserums 

50-fach  ver- 
dünnten Meer- 
schweinchen- 
nierenan tiBerumB 

nach  Vorbehandlung 

mit  Meerschweinchen- 

nierensuspenBion 

nach  Bindung  an  Meer- 

BciiweinchennierenAaspension 

und  Abspaltung  mit 

e)  nativ 

ccm 

a)  alkalisiert 

b)  neutral 

c)normai/100 
NaOH 

d)  physio- 
logischer Koch- 
salzlösung 

mf     ttmmm 

0,5 

0^5 

0,15 

0,1 

0,05 

0,025 

0,015 

0,01 

0 

komplett 

>» 

mäßig 

Spürchen 

0 

0 

0 

ooooooooo 

komplett 

»* 

stark 

Spur 

Spürchen 

0 

0 

ooooooooo 

kompieCt 

« 

f» 

Sput 
SpäRheo 

0 
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Die  Tabelle  zeigt,  daß  in  dem  primären,  an  und  für  sich  un- 
wirksamen Abguß  (b)  durch  Alkaliwirknng  (a)  hämolytische  Ambo- 
zeptoren  in  erheblicher  Menge  nachgewiesen  werden  können,  und  ebenso 
gelingt  es,  aus  der  mit  Meerschweinchennierenan tiserum  vorbehandelten 
Meerschweinchennierensuspension  durch  verdünnte  Natronlauge  (c),  aber 
nicht  durch  neutrale  Kochsalzlösung  (d)  starke  Ambozeptormengen  zu 
gewinnen.  Berücksichtigt  man  die  aus  dem  Abguß  und  die  aus  dem 
Sediment  wiedergewonnene  Ambozeptorquote,  so  ergibt  sich,  daß  zu- 
sammen annähernd  100  Proz.  des  vorgelegten.  Ambo- 
zeptors  durch  Alkaliwirkung  wieder  funktionstüchtig 
restituiert  werden  konnten,  und  der  Versuch  zeitigt  mithin, 
daß  in  der  Tat  der  Ajnbozeptor  nicht  zerstört,  sondern 
nur  in  Form  der  Rezeptorverbindung  seiner  Wirkung 
beraubt  ist  und  durch  geeignete  Maßnahmen  quantitativ 
wiederhergestellt  werden  kann^). 

Ergi\^t  sich  aus  den  Versuchen  also  zusammenfassend,  daß  einer- 
seits bei  der  Vorbehandlung  der  Meerschweinchennierensuspension  mit 
Antiserum  in  die  Flüssigkeit  Rezeptor- Am bozeptorkomplexe  übergehen 
können,  daß  andererseits  die  letzteren  auch  aus  dem  beladenen  Sedi- 
ment durch  Alkaliwirkung  zu  extrahieren  sind,  so  ist  die  Frage  von 
Interesse,  ob  der  Uebergang  der  Rezeptorverbindungen  in  die  Serum- 
verdünnungen durch  das  Serum  als  solches  bzw.  durch  dessen  Alkali- 
gehalt bedingt  ist.  Diese  Verhältnisse  dürften  vorläufig  kaum  einwand- 
freier Beurteilung  zugängig  sein.  Immerhin  hat  sich  mir  in  weiteren 
Versuchen  gezeigt,  daß  es  auch  durch  wiederholtes  Waschen  der  ambo- 
zeptorbeladenen  Organsedimente  mit  neutraler  Kochsalzlösung  nicht 
möglich  ist,  die  gebundenen  Ambozeptoren  bzw.  ihre  Rezeptorverbin- 
dungen zu  entfernen,   wie  es  folgendes  Versuchsbeispiel  zeigen  mag: 

4  ccm  Meerschweinchennierensuspension  wurden  mit  10  ccm  25-fach 
verdünnten  Meerschwein chennierenantiaerums  unter  Zusatz  von  6  ccm 
physiologischer  Kochsalzlösung  1  Stunde  im  Brutschrank  digeriert. 

Das  durch  Zentrifugieren  erhaltene  Sediment  wurde  mit  physiologischer 
Kochsalzlösung  auf  4  com  aufgefüllt  und  in  Mengen  von  je  1  ccm 

a)  mit  5   ccm  normal/ 100  NaOH, 

b)  „    5      „     physiologischer  Kochsalzlösung, 

ß)     11    ^fi    11  11  ^    ^    11 

d)  nach  zweimaligem  Waschen  mit  je  10  ccm  physiologischer  Koch- 
salzlösung mit  4,6  ccm  physiologischer  Kochsalzlösung  10  Minuten 
im  Wasserbade  bei  87®  gehalten. 


1)  Auch  durch  Behandlung  der  antikörperbeladen en  Sedimente  mit 
Salzsäure  ist  eo  übrigens  möglich,  gebundene  Ambozeptoren  wieder  zu  ge- 
winnen; jedoch  liegen  die  Bedingungen  für  die  Salzsäureversuche  weit 
ungünstiger,  wie  das  auch  den  Angaben  Ronbonis  über  die  Wiedergewinn- 
barkeit der  Ambozeptoren  aus  ambozeptorbeladenen  Blutkörperchen  ent- 
spricht. 
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Nach  dem  Zentrifugieren  der  Oemische  (a— d)  wird 

a)  der  Abguß  a)  direkt, 

b)  „         „       b)       „ 

c)  „         „       c)  nach  Zusatz  von  0,6  ccm  normal/10  NaOH, 

<i)       n  »?  d)        I»       .        »  n       0,6       „  „  „ 

e)  „  „  des  mit  6  ccm  normal/lOO  NaOH  10  Minuten  lang 
bei  37®  yorbehandelten  Sediments  d)  auf  Ambozeptorgebalt  ge- 
prüft. 

Zugleich    wird   in   einer   Kon  trollreihe  f)   der   Ambozeptorgebalt  des 
nativen  '60-fach  verdünnten  Meerscjiweinchennierenantiserums  bestimmt. 
Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle.  18. 


Tabelle  la 


Mengen  des 

Hämolvse  von  0,5  ccm  Hammelblutaufschwemmung  durch  0,05  ccm 
Meerscnweinchenserum  und  absteigenden  Mengen  Meerschweinchen- 
nierenantiserums 

50-fach  yer- 

dünnten 

Meerschwein- 

chennieren- 

antiserums 

ccm 

gebunden  an  Meerschweinchennierensuspension  und  wieder-* 
gewonnen  durch: 

a)  nor- 
mal/100 
NaOH 

Kochsalz- 
lösung 

tgSe" 
Kochsalz- 
lösung, 
später 
alkalisiert 

d)  physiologi- 
sche Kochsalz- 
lösung nach 
zweimaligem 
Waschen  des 
Sediments 

e)  normal/lOD 
NaOH  nach 
dreimaligem 
Waschen  des 
Sediments 

f )  nttiv 

0,25 

0,15 

0,1 

0,05 

0,025 

0,015 

0,01 

0 

komplett 

>» . 

stark 

Spur 

Spürchen 

0 

0 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

mäßig 

wenig 

Spur 

Spürchen 

0 

0 

0 

0 

0 
0 
0 
0 
0 
ü 
0 
0 

f.  kompL 

wenig 

Spur 

Spürchen 

0 

0 

0 

0 

komplett 

'     sttfk 
'     Spur 
Spurcfaeo 

0 

Aus  der  Tabelle  ergibt  sich  zunächst  in  Bestätigung  früherer  Ver- 
suche, daß  aus  dem  antikörperbeiadenen  Meerschweinchennierensediment 
durch  Alkali  (a),  aber  nicht  durch  neutrale  physiologisphe  Kochsals- 
lösung (b)  hämolytische  Ambozeptoren  wiedergewonnen  worden  sind. 
Daß  immerhin  eine  gewisse,  wenn  auch  geringe  Menge  von  Ambo- 
zeptoren aus  dem  beladenen  Sediment  in  physiologische  Kochsalzlösung 
übergehen  kann,  zeigt  Kolonne  c),  in  der  durch  späteren  Alkaliznsatz 
die  Möglichkeit  des  Ambozeptoruach weises  gegeben  wurde.  Es  er- 
gibt sich  also,  daß  augenscheinlich  die  Loslösung  von 
ambozeptorbeladenen  Organbestandteilen  im  neutralen 
Medium  nur  bis  zu  einem  gewissen  Gleichgewichtszu- 
stand vonstatten  geht,  und  daß  ein  bestimmter  Sättigungsgrad 
dem  weiteren  Lösungsvorgang  ein  Ziel  setzt.  Es  darf  jedoch  nicht 
übersehen  werden,  daß  die  Menge  der  in  physiologische  Kochsalzlösung 
übergehenden  Rezeptor-Ambozeptorkomplexe  eine  verhältnismäßig  ge- 
ringe ist,   besonders  wenn  man  Kolonne  c)  mit  Kolonne  a)  vergleicht, 
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in  der  verdflonte  Natronlauge  als  Exfraktionsmittel  benutzt  wurde.  Aus 
der  Reihe  d)  ist  zugleich  ersichtlich,  daß  bei  mehrmaligem  Waschen 
der  antikörperbeladenen  Zellsuspension  Ambozeptoren  bzw.  ihre  Re- 
zeptorverbindungen  nicht  mehr  in  das  neutrale  Medium  übergehen, 
gleichwohl  aber  (Kolonne  e)  durch  Behandeln  mit  verdünnter  Natron- 
lauge, wenn  auch  in  wesentlich  vermindertem  Ausmaße,  gewonnen 
werden  können. 

Das  Wesentliche  scheint  also  jedenfalls  bei  neutraler  Reaktion  der 
primäre  Uebergang  von  Rezeptor- Ambozeptor Verbindung  in  das  mit 
Nierepsuspension  vorbehandelte  Antiserum  zu  sein.  Ist  die  Serum- 
verdünnung durch  Zentrifugieren  entfernt,  so  stellt  offenbar  die 
Alkaleszenz  des  Mediums  im  allgemeinen  ein  dominantes  Mittel  dar, 
um  weitere  Organbestandteile  und  damit  Rezeptoren  bzw.  Rezeptor- 
komplexe in  Lösung  zu  bringen  0-  Es  ist  daher  wohl  an  die  Möglich- 
keit zu  denken,  daß  den  unspezifischen  Serum bestaudteilen  bzw.  der 
Serumalkaleszenz  eine  Bedeutung  für  den  Uebergang  der  Rezeptor- 
Ambozeptorverbindungen  in  Lösung  zukommt.  Ob  gleichsinnige  Be- 
dingungen auch  für  die  Verhältnisse  in  vivo  in  Betracht  kommen 
könnten  und  ihnen  in  diesem  Sinne  eine  Beteiligung  bei  dem  Ueber- 
geben  von  Zell-  und  Gewebsrezeptoren  in  die  Körpersäfte  zuzusprechen 
wäre,  entzieht  sich  freilich  der  Beurteilung. 

Für  die  Frage  der  Rezeptornatur  der  den  Organen  vom  Meer- 
sebweinchentypus  zukommenden  ambozeptorbindenden  Bestandteile  er- 
gibt sich  jedenfalls  aus  meinen  Versuchen  mit  aller  Deutlichkeit,  daß 
die  Beziehungen,  in  denen  die  untersuchten  ^Partial- 
funktionen*^  der  Meerschweinchenorgane  zu  den  hämo- 
lytischen Hammelblutambozeptoren  stehen,  durchaus 
denjenigen  entsprechen,  die  wir  bei  den  Rezeptor-Am- 
bozeptorverbindungen  zu  beobachten  gewohnt  sind.  Ins- 
besondere aber  zeigen  die  im  1.  und  S.Teil  dieser  Arbeit  mitgeteilten 
Ergebnisse  mit  aller  Deutlichkeit,  daß  bei  der  Verbindung,  die  die 
Meerschweinchen  Organe  als  ^Hammelblutantigene"  mit  den  entsprechen- 
Antikörpern  eingehen,  sowohl  die  Rezeptorkomponente,  als  auch  die 
Ambozeptorquote  nach  stattgehabter  Reaktion  quantitativ  wieder- 
gewonnen  werden.     Wie  man   daher  auch   die  so  seltsam  anmutende 

1)  Allerdings  bin  ich  auch  gewissen  Abweichungen  der  Versuchs- 
bedingungen begegnet,  so  zwar,  daß  gelegentlich  auch  aus  dem  antiserum- 
beladenen  und  abzentrifugierten  Meerschweinchennierensediment  durch 
physiologische  Kochsalzlösung  bereits  größere  Mengen  der  Rezeptor- Ambo- 
zeptorvarbindungen  in  der  gelösten  Phase  angereichert  erschienen,  wobei 
natürlich  der  Nachweis  des  Ambozeptors  erst  durch  sekundären  Alkali- 
zusatz gelang.  Augenscheinlich  hängen  die  Variationen  des  Ergebnisses  von 
der  physikalisch-chemischen  Beschaffenheit  der  einzelnen  Meerschweinchen- 
nierenaufschwemmungen ab. 
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Verteilung  der  ^Haminelblatrezeptoren^  in  den  Organen  der  Tierreihe 
deuten  mag,  so  bestätigen  jedenfalls  die  mitgeteilten  UntersuchoDgeD, 
daß  es  sich  hier  im  Sinne  der  Rezeptorlehre  P.  Ehrlichs  um  echte 
Rezeptoren  handelt,  und  so  zeigt  das  Studium  gerade  dieser  „Partial- 
funktionen''  der  Zelle  aufs  neue,  wie  gerade  die  von  Ehrlich  be- 
gründete Zurückfahrung  der  Immunitätsvorgänge  auf  eine  neue  bio- 
chemische Einheit,  den  Rezeptor,  dem  Verständnis  und  der  Analjse 
der  Erscheinungen  fruchtbare  Wege  geebnet  hat. 


Zasammeiifusnng. 

L 

1)  Die  „Hammelblutrezeptoren*^  der  Meerschweinchenorgane,  d.  b. 
diejenigen  Rezeptoren,  die  das  Meerschweinchen  mit  den  roten  Blut- 
körperchen des  Hammels  gemeinsam  hat,  sind  kochbeständig,  verhalten 
sich  aber  in  bezug  auf  diese  Thermostabilität  quantitativ  nicht  ganz 
gleichmäßig.  In  solchen  Fällen,  in  denen  eine  gewisse  Thermolabilität 
vorhanden  war,  konnte  beim  Kochen  in  alkalischem  Medium  gleichwohl 
die  Rezeptorfunktion  quantitativ  erhalten  werden. 

2)  In  abgesättigten  Gemischen  von  Organrezeptoren  und  Immno- 
serum  gelingt  es  durch  Kochen  in  alkalischer  Lösung,  nicht  im  neu- 
tralen Medium,  das  Rezeptorbindungsvermögen  quantitativ  wiederher- 
zustellen. 

3)  Die  „Hammelblutrezeptoren^  der  Meerschweinchenorgane 
gehen  bei  der  Behandlung  mit  Alkohol  quantitativ  in  den  Alkohol- 
extrakt über. 

4)  Beim  Verdünnen  alkoholischer  Meerschweinchenorganextrakte 
mit  physiologischer  Kochsalzlösung  kommt  der  Art  der  Verdünnung 
für  die  Beeinflussung  der  Hämolyse  eine  Bedeutung  zu.  Fraktioniert 
hergestellte  Extraktverdünnungen  wirken  in  der  Regel  stärker  anti- 
hämolytisch, wobei  augenscheinlich  der  erschwerte  Uebergang  der  Am- 
bozeptoren  von  den  Rezeptoren  des  Alkoholextraktes  auf  die  zellulären 
Rezeptoren  der  Blutzellen  eine  Rolle  spielt. 

5)  Aus  abgesättigten  Gemischen  von  Meerschweinchenniereo- 
suspension  und  entsprechendem  Antiserum  kann  durch  Alkoholextraktion 
das  Rezeptorbindungsvermögen  der  ^Hammelblutrezeptoren*^  quantitativ 
wiedergewonnen  werden. 

6)  Aus  Kaninchenorganen  gelingt  es  weder  durch  Erhitzen  in 
alkalischer  Lösung,  noch  durch  Alkoholextraktion  „Hammelblutrezep- 
toren*^  zu  gewinnen.  Es  lassen  sich  also  in  Kaninchenorganen  auch 
auf  diesem  Wege  etwa  durch  normale  Serumwirkung  larvierte  ^Hamniel- 
blutrezeptoren  nicht  nachweisen. 
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.    II. 

7)  Die  Behandlung  mit  normalem  Eaninchensernm  nimmt  nicht 
nur  den  nativen,  sondern  auch  den  gekochten  Meerschweinchenorgan- 
suspensionen, wenn  auch  in  quantitativ  geringem  Maße,  das  Ambo- 
zeptorbindungsvermögen. 

8)  Die  die  Rezeptor  Wirkung  der  Meerschweinchenorgane  aufhebende 
Funktion  des  normalen  Kaninchenserums  wird  durch  Inaktivieren  des 
Serums  abgeschwächt. 

9)  Das  normale  Kaninchenserum  wird  durch  Vorbehandlung  mit 
Hammelblut  oder  Meersch weinchen organen  eines  mehr  oder  weniger 
groBen  Teils  seiner  die  Organrezeptoren  beeinflussenden  Funktion  be- 
raubt. 

10)  Trotzdem  erscheint  die  Abhängigkeit  der  Normalserumwirkung 
vom  Ambozeptorgehalt  nicht  durchweg  in  strikter  Gesetzmäßigkeit. 
Es  wird  daher  erörtert,  daß  auch  unspezifische,  physikalisch-chemische 
Reaktionen  dabei  eine  Rolle  spielen  können,  sei  es  daß  bereits  durch 
eine  geringgradige  Ambozeptor Wirkung  ein  umhüllender  Niederschlag 
von  Serumbestandteilen  auf  die  Organsuspension  vermittelt  wird,  sei 
es  daß  es  sich  überhaupt  nur  um  eine  physikalische  Umlagerung  der 
Organsuspension  mit  Serum bestandteilen  handelt.  In  letzterem  Falle 
würde  der  Unterschied  im  Verhalten  der  Sera  vom  Meerschweinchen- 
typus und  vt)m  Kaninchentypus  darin  eine  Erklärung  finden,  daß  bei 
den  ersteren  zugleich  Rezeptoren  des  Blutserums  an  die  Organe  gefesselt 
würden. 

III. 

11)  Bei  der  Behandlung  der  Meerschweinchenorgane  mit  Meer- 
schweinchennierenantiserum  geht  ein  mehr  oder  weniger  wesentlicher 
Anteil  von  Rezeptor- Ambozeptorkomplexen  in  die  Flüssigkeit  über. 
Die  Ambozeptorwirkung  wird  dabei  durch  Alkalieinfluß  wieder  manifest. 

12)  Bei  Behandlung  der  antikörperbeladenen  Organsedimente  mit 
Alkalilösung  kann  man  daher  nur  auf  Wiedergewinnung  eines  Teils 
der  gebundenen  Ambozeptoren  rechnen. 

13)  Bei  Behandlung  der  Meerschweinchenorgane  mit  alkalischer 
Lösung  gehen  unter  geeigneten  Bedingungen  erhebliche  Rezeptor- 
mengen in  die  Flüssigkeit  über. 

14)  Bei  Behandlung  der  antikörperbeladenen  Organsedimente  mit 
alkalischer  Lösung  erhält  man  daher  in  der  Flüssigkeit  nicht  nur  Am- 
bozeptoren, sondern  auch  Rezeptoren.  Der  Nachweis  der  ersteren  er- 
lischt beim  Neutralisieren. 

15)  Die  Alkaleszenz  des  Mediums,  die  den  Nachweis  der  Ambo- 
zeptoren in  den  Rezeptor-Ambozeptorgemische  enthaltenden  Flüssig- 
keiten ermöglicht,  kann  einerseits  die  Dissoziation  der  Verbindung, 
andererseits  aber  auch  eine  Beförderung  des  Ueberspringens  im  Ueber- 
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Schuß  an  gelöste  Rezeptoren  gebundener  Ambozeptoren  auf  die  kor- 
puskularen Blutkörperchenrezeptoren  bewirken. 

16)  Unter  Berücksichtigung  der  bezfiglich  des  Verhaltens  der  Re- 
zeptoren und  ihrer  Ambozeptorverbindungen  erhobenen  Befunde  gelingt 
es;  den  beim  Zusammenwirken  von  Organsuspension  und  Antiserum 
verbrauchten  Ambozeptor  durch  Alkalieinfluß  quantitativ  wiederzu- 
gewinnen. 

17)  Die  biologische  Reaktionsfähigkeit  der  ^Hammelblutrezeptoren*^ 
der  Organe  entspricht  also  auch  darin  den  allgemeinen  Gesetzen  der 
Rezeptorlehre,  daß  jede  der  beiden  bei  der  Antikörperverbindung  des 
Rezeptors  verbrauchten  Komponenten  quantitativ  wieder  gewonnen 
werden  kann. 


Frommuiiuche  Buchdruckoret  (Hermann  Pohle)  io  Jena.  —  4758 
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Beiträge  zur  Serodiagnostik 

der  Syphilis  mittels  Ausflockung 

durch  cholesterinierte  Extrakte 

Von 
Prof.  Dr.  H.  Sachs  und  Privatdozent  Dr.  W.  Georgi 


Ans  der  experimentell  -  biologischen  Abteilung  (Prof.  H.  Sachs)  des 

Institnts  für  experimentelle  Therapie  in  Frankfurt  a.  M.   (Direktor: 

Geheimer  Medizinalrat  Prof.  Dr.  W.  Eolle). 


Man  würde  die  große  Bedeutung,  die  A.  v.  Wassermanns  grund- 
legender Entdeckung  der  syphilitischen  Blutveränderung  zukommt,  unter- 
schätzen, wollte  man  sie  nur  in  der  Begründung  des  ausgezeichneten 
praktischen  Verfahrens  zum  serodiagnostischen  Luesnachweise  erblicken. 
Denn  der  Einfluß,  den  die  zugleich  angebahnte  Kenntnis  eines  neu- 
artigen biologischen  Prinzips  auf  die  Serumforschung  gewonnen  hat, 
erstreckt  sich  auf  Praxis  und  Theorie  in  gleicher  Weise.  In  wissen- 
schaftlicher Hinsicht  wurde  vor  allem  die  Tatsache  neuartig,  daß 
es  sich  bei  der  WASSERMANKschen  Reaktion  im  allgemeinen  nicht  um 
eine  Antigen  -  Antikörperreaktion  in  dem  bisherigen  Sinne  handelt, 
daß  vielmehr  ein  in  ätiologisch-un spezifischer  Weise  erfolgendes  Zu- 
sammenwirken zweier  Komponenten,  des  Blutserums  und  der  Lipoid- 
bestandteile  des  Organextraktes,  für  Syphilis  charakteristisch  ist  und 
ebenso  wie  die  Antigen-Antlkörperverbindung  durch  die  Fähigkeit  zur 
Komplementinaktivierung  zum  Ausdruck  gelangt.  Entsprechend  der 
zuerst  von  H.  Sachs  formulierten  Betrachtungsweise  darf  man  ja  heute 
annehmen,  daß  bei  dem  Komplementschwund,  der  den  Indikator  für 
die  WASSERMANNsche  Reaktion  darstellt,  nicht  eine  eigentliche  Kom- 
plementbindung,  sondern  eine  Komplementinaktivierung  vor- 
liegt, wie  sie  als  Folge  von  Globulinveränderungen  im  allgemeinen  ein- 
tritt und  in  der  Komplementinaktivierung  im  salzfreien  Medium  ihr 
einfachstes  Vorbild  hat. 

Daß  die  Veranlassung  zu  dieser  Komplementinaktivierung  in  Vor- 
gängen zu  suchen  ist,  die  unter  Umständen  zu  sichtbarer  Ausflockung 
führen,  hat  man  seit  langer  Zeit  vermutet,  und  die  zahlreichen  früheren 
Bestrebungen,  die  WASSERMAKNsche  Reaktion  durch  eine  Ausflockungs- 
methode zu  ersetzen,  sind  hierdurch  veranlaßt.  Aber  erst  die  Unter- 
suchungen von  Meinicke,  sowie  die  unsrigen  haben  gezeigt,  daß  die 
Gesetzmäßigkeit,  die  man  früher  experimentell  keineswegs  hinreichend 
quantitativ  feststellen  konnte,  mit  Hilfe  der  neuen  Ausflockungsreaktionen 
in  einem  solchen  Umfange  demonstriert  werden  kann,  daß  ein  Zweifel 
an  einem  engen  Parallelismus  zwischen  Ausflockung  und  Komplement- 
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inaktiyieniDg  wohl  nicht  mehr  besteht.  Als  wir  vor  etwa  Jahresfrist 
fiber  eine  einfache  Methodik  der  Ausflockung  von  mensch- 
lichen Blntseris  durch  cholesterinierte  Organextrakte 
berichten  konnten,  die  eine  Differenzierung  von  biologischeo  Ver- 
schiedenheiten des  Blutserums  erlaubte,  und  deren  Ergebnisse  in  der 
fiberwiegenden  Mehrzahl  der  Fälle  mit  denjenigen  bei  der  Wassermakk- 
schen  Reaktion  übereinstimmten,  durften  wir  daher  für  unsere  Unter- 
suchungen ein  Interesse  inbezug  auf  das  Verständnis  der  Serameigen- 
schaften  bei  Syphilis  und  ihres  Zusammenwirkens  mit  den  Extrakstoffen 
in  Anspruch  nehmen.  Es  kommt  dies  natfirlich  in  gleicher  Hinsicht 
auch  den  umfassenden  systematischen  Arbeiten  E.  Meinigkes  über 
Ausflockungsreaktionen  zu,  auf  die  wir  an  dieser  Stelle  aber  nnr  ver- 
weisen können,  ohne  auf  sie  näher  einzugehen. 

Bei  der  von  uns  angegebenen  Methode  werden  einfach  Bintsemm 
und  geeignet  hergestellte  Extraktverdflnnungen  unter  Benutzung  Ton 
physiologischer  Kochsalzlösung  als  Medium  miteinander  gemischt  Es 
handelt  sich  also  äußerlich  um  eine  entsprechende  Anordnung,  wie 
bei  der  Agglutination  und  der  Präzipitation,  und  es  ist  gewiB  Yon 
Interesse,  daß  auch  in  bezug  auf  Ausflockung  bei  Syphilis  das  Zn- 
sammenwirken zweier  ätiologisch  in  keinem  direkten  Zusammenhang 
stehenden  Komponenten  zu  den  gleichen  Folgeerscheinungen  fahrt, 
wie  dasjenige  von  Antigenen  und  Antikörpern.  Dementsprechend  ist 
in  der  Tat  das  Verhältnis,  in  dem  WAssERMANNsche  Reaktion  und  Aas- 
flockung  zueinander  stehen,  demjenigen  zwischen  PFSiFFERschen  Phä- 
nomen und  Agglutination  bei  der  serologischen  Choleradiagnose  ver- 
gleichbar. Auch  die  für  Syphilis  charakteristische  Blat- 
veränderung  kann  sich  eben  beim.  Zusammenwirken 
mit  dem  Reagens,  dem  Organextrakt,  in  zweierlei  Art 
dokumentieren,  einerseits  durch  die  direkte  Erschei- 
nung der  Ausflockung,  andererseits  indirekt  durch  den 
Einfluß  auf  einen  besonderen  Indikator,  den  bei  der 
WASSERMANNschen  Reaktion  das  Komplement  bzw.  das 
hämolytische  System  darstellt 

A.  Ausfloekang  and  WASSERMANKsehe  Reaktton. 

Auf  den  weitgehenden  Parallelismns,  der  zwischen  Wassbrmank- 
scher  Reaktion  und  unserer  Methode  besteht,  haben  schon  die  ersten 
Arbeiten  von  Sachs  und  Georoi  hingewiesen.  Bei  beiden  Verfahren 
begegnen  wir  demselben  Einfluß  der  Extraktverdünnung  auf  die  Empfind- 
lichkeit der  Reaktion.  In  beiden  Fällen  ist  der  Cholesterinzusatz  von 
gleichsinniger  Bedeutung,  wenn  er  auch  bei  der  Ausflockung  einen 
geradezu  wesentlichen  Faktor  darstellt.  Auch  die  Reaktion  des  Mediams 
äußert  sich,  wie  Georoi  gezeigt  hat,  bei  WASSERMANNscher  Reaktion 
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und  Aasflockung  in  ähnlicher  Weise,  and  die  neueren  Beiträge,  die  in 
<liesem  Heft  in  dieser  Hinsicht  folgen,  sprechen  in  gleichem  Sinne. 
So  zeigen  die  Arbeiten  von  Stillinq,  daß  inbezng  auf  Aufhebbarkeit 
oder  Abschwächung  der  Reaktionsfähigkeit  syphilitischer  Blutsera  durch 
Säure  und  Alkali,  sowie  durch  thermische  Einflüsse  bei  beiden  Methoden 
die  gleichen  Gesetzmäßigkeiten  obwalten,  und  es  hat  sich  zugleich  aus 
Untersuchungen  von  Mandelbaum  sowie  Stillinq  ergeben,  daß  über- 
einstimmend auch  durch  das  Verdünnen  der  Sera  vor  dem  Erhitzen 
eine  größere  Empfindlichkeit  bewahrt  bleibt,  als  es  bei  dem  üblichen 
Inaktivieren  vor  der  Serumverdünnung  der  Fall  ist  Es  bestätigt  sich 
so  die  von  uns  auf  Grund  der  zwischen  WASSERMANNscher  Reaktion 
und  Ausflockung  bestehenden  Analogien  von  Anfang  an  vertretene  Auf- 
fassung, daß  es  sich  bei  beiden  Methoden  primär  um  das 
gleiche  Prinzip  der  Reaktionsfähigkeit  des  Syphilitiker- 
sernms  mit  Lipoidgemischen  von  geeigneter  kolloid- 
chemischer Beschaffenheit  handelt,  dessen  Erkenntnis 
A.  V.  Wassermanns  bahnbrechende  Entdeckung  eröffnete. 

Trotz  dieses  für  das  theoretische  Verständnis  zweifellos  bedeutungs- 
vollen Parallelismus  zwischen  Ausflockung  und  WASSERMANNscher 
Reaktion  ist  die  Wertung  des  serologischen  Luesnachweises 
mittels  Ausflockung  inbezug  auf  praktisch-diagnosti- 
sche Bedeutung  nicht  ohne  weiteres  angängig,  wie  wir  bereits  in 
unserer  ersten  Arbeit  hervorgehoben  haben.  Die  Schwierigkeit  der 
Beurteilung  liegt  zunächst  darin,  daß  der  WASSERMANNschen  Reaktion 
als  einem  Verfahren,  das  heute  nach  jahrelanger,  erfolggekrönter  Er- 
probung jene  glänzende  Stelle  unter  den  diagnostischen  Laboratoriums- 
methoden erlangt  hat,  die  Bedeutung  einer  Standardmethode  zuzu- 
sprechen ist  Andererseits  darf  man  aber  auch  aus  Differenzen  der 
Ergebnisse  bei  WASSERMANNscher  Reaktion  und  anderen  Wegen  des 
serologischen  Luesnachweises  nicht  ohne  weiteres  die  letzteren  als 
minderwertig  verurteilen.  Es  ist  das  schon  deshalb  nicht  möglich, 
weil  man  ja  fast  in  allen  Stadien  der  Syphilis  Fällen  begegnet,  bei 
denen  das  Serum  bei  der  WASSERMANNschen  Reaktion  negativ  reagiert. 
Die  WASSERMANNsche  Reaktion  teilt  eben  mit  anderen  biologischen 
Methoden  den  Umstand,  daß  das  negative  Ergebnis  nicht  unbedingt 
den  Ausschluß  der  Krankheit  erlaubt.  Es  kann  daher  nicht  überraschen, 
wenn  man  mit  anderen  Verfahren  positive  Ergebnisse  mit  Serumproben 
erhält,  die  bei  der  WASSERMANNschen  Reaktion  negativ  reagieren,  und 
umgekehrt,  wie  das  bereits  nach  den  Angaben  in  unserer  ersten  Arbeit 
auch  für  die  Ausflockung  zutrifft. 

Bei  den  Ausflockungsmethoden  kommen  aber  noch  theoretisch  be- 
gründete Argumente  in  Betracht,  die  eine  absolute  Uebereinstimmung 
mit  der  WASSERMANNschen  Reaktion  von  vornherein  nicht  erwarten 
lassen.    Wenn  man  auch  beiden  Reaktionen,  der  WASSERMANNschen 
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and  der  Ausflockung,  gleichartige,  primär  einleitende  Vorgänge  zagmnde 
legt,  80  ist  zu  berQcksichtigen,  daß  die  Komplementinaktivierang  be- 
reits in  den  ersten  Anfangsstadien  eines  Vorganges  eintreten  kann,  der 
unter  Umständen  zur  Ausflockung  fahrt,  aber  keineswegs  immer  sieh 
bis  zur  sichtbaren  Präzipitation  fortsetzen  muß.  Den  experimentellen 
Beweis  hierfür  kann  man  bereits  in  der  Rolle  des  Cholesterins 
erblicken.  Während  nämlich  uncholesterinierte  Extrakte  bei  unserer 
Anordnung  meist  negative  Resultate  bei  der  Ausflockung  ergeben,  bei 
der  WASSERMANNschen  Reaktion  aber  in  bezug  auf  Empfindlichkeit 
Yorzflglich  reagieren  können,  wird  lediglich  durch  den  Cholesterinzusatz 
das  Ergebnis  zugunsten  der  Ausflockung  markant  verschoben.  Ohne 
Cholesterinzusatz  kann  also  eine  hochgradige  Divergenz  der  Ergebnisse 
bestehen.  Dem  Verständnis  ist  das  ohne  weiteres  zugängig,  wenn  man 
der  von  Sachs  und  anderen  vertretenen  Betrachtungsweise  folgt,  nach  der 
bei  zahlreichen  Vorgängen  der  Komplementinaktivierung  gerade  die 
ersten  Phasen  der  nicht  sichtbaren  Dispersitätsvergröberung,  gewisser- 
maßen der  Globulinveränderung  ^in  statu  nascendi",  für  den  Eomple- 
mentschwund  besonders  geeignet  sind.  So  sind  auch  Unterschiede  io 
dem  Ergebnis  zwischen  Präzipitation  und  Komplementbindung  bei  den 
spezifischen  Reaktionen  zwischen  Eiweißantigenen  und  ihren  Anti- 
körpern verständlich,  ohne  daß  man  verschiedene  Antikörper  far  die 
beiden  Formen  des  Antikörpernachweises  verantwortlich  machen  xnaB. 
Eine  geringere  Empfindlichkeit  der  Ausflockung  gegenüber  der  Wasser- 
MANNschen  Reaktion  ist  nach  alledem  begreiflich.  Erst  durch  den 
Cholesterinzusatz,  dem  die  Funktion  zukommt,  dieVer- 
gröberung  der  Komplexe  hinreichend  zu  steigern,  wird 
ausreichende  Empfindlichkeit  erzielt^). 

Wenn  trotzdem  auch  bei  Verwendung  geeignet  cholesteriniert^ 
Organextrakte  Unterschiede  zwischen  WASSERMANNscher  Reaktion  und 
Ausflockung  bestehen,  so  wird  man  schon  aus  den  erwähnten  Gründen 
nicht  auf  eine  Verschiedenheit  der  im  Syphilitikerserum  vorhandenen, 
in  beiden  Fällen  zum  Nachweis  gelangenden  charakteristischen  Ve^ 
änderungen  schließen  dürfen.  Tatsächlich  bestehen  trotz- des  weit- 
gehenden Parellelismus  zwischen  WASSERMANNscher  Reaktion  nnd 
Ausflockung  gewisse  Divergenzen. 

Unter  ihnen  war  besonders  das  Verhalten  der  aktiven  Sera  auf- 
fallend. Sie  reagieren  bekanntlich  bei  der  WASSERMANNschen  Reaktion 
stärker  als  inaktivierte,  lassen  dabei  allerdings  mehr  oder  weniger  oft 

1)  Mbinickb,  auf  dessen  intereesante  Arbeiten  über  den  Mechanismos 
der  Ausflockongserscheinungen  (Störung  des  Kochsalzgleichgewichtes  der 
Serumglobuline  im  Sinne  einer  Kochsalzentziehung)  verwiesen  sei^  spricht 
in  ähnlicher  Weise  von  der  Dispersitätsverminderung,  den  die  cholesteri- 
nierten  Extrakte  beim  Verdünnen  mit  Kochsalzlösung  gegenüber  den 
nativen  aufweisen. 


Beitr&ge  zur  Serodiagnostik  der  Syphilis  etc.  ^ 

das  charakteristische  Verhalten  vermissen.  Bei  der  Ausflockung  zeigt 
zwar  das  aktive  Serum  gleichfalls  mangelnde  Spezifität  (dabei  zuweilen 
Eigenhemmnng  in  den  Serum kon trollen);  jedoch  reagieren  aktive  syphi- 
litische Sera  dabei  häufig  weniger  stark,  was  auch  von  Mf^NSTER  be- 
stätigt wird.  Wie  schon  Oeorgi  auseinandergesetzt  hat,  müssen  aber 
diese  Unterschiede  zwischen  aktivem  und.  inaktivem  Serum  keineswegs 
im  Sinne  einer  prinzipiellen  Trennung  der  beiden  Wege  des  sero* 
logischen  Luesnachweises  ge wertet  werden,  zumal  bei  der  Wassermann- 
sehen  Reaktion  mit  aktivem  Serum  ein  weiteres  Moment  in  den  Vorder- 
grund tritt,  nämlich  die  stärkere  Labilität  der  Globuline  im  allgemeinen, 
die  mit  den  Organextrakten  andersartig  als  das  Syphilitikerserum,  aber 
gleichfalls  im  Sinne  einer  komplementinaktivierenden  Funktion  reagieren 
kann,  ohne  daß  es  bei  dieser  Angriffsstelle  d^s  Extrakts  zu  einer  sicht- 
baren GlobulinfäUung  kommen  muß. 

Auch  neuere,  von  Netjeirch  ausgefOhrte  Untersuchungen,  die  an 
späterer  Stelle  in  diesem  Heft  folgen,  lassen  ein  entsprechendes  Ver- 
halten der  Ausflockung  bei  einer  weiteren  Variation  der  Bedingungen 
erkennen.  Neukirgh  hat  nämlich  gezeigt,  daß  bei  Verwendung 
inaktivierter  Sera  das  charakteristische  Verhalten 
der  Ausflockung  mit  fortschreitender  Temperatur- 
erniedrigung abnehmen  kann,  während  die  Reaktion 
gleichzeitig  an  Empfindlichkeit  verliert.  Da  nun  die  Tem- 
peraturerniedrigung die  direkte  unspezifische  Globulinfällbarkeit  der 
durch  das  Inaktivieren  zwar  bis  zu  einem  gewissen  Grade  stabilisierten 
Sera  erhöht,  so  handelt  es  sich  hierbei  augenscheinlich  um  dieselbe 
Gesetzmäßigkeit,  wie  beim  Verhalten  der  aktiven  Sera  bei  höherer 
Temperatur.  Es  kann  also  bei  der  Ausflockung  die  Reaktionsföhigkeit 
aktiver  Sera,  wie  auch  inaktivierter  Sera  bei  niedriger  Temperatur 
offenbar  wesentlich  oder  mehr  von  der  direkten  Globulinfällbarkeit,  als 
von  der  für  Syphilis  charakteristischen  Serumbeschaffenheit  abhängen. 

Die  hemmende  Wirkung,  die  der  Aktivität  des  menschlichen  Blut- 
serums in  bezug  auf  die  Empfindlichkeit  der  Ausflockung  zukommt, 
macht  sich  nun  wie  eine  an  anderer  Stelle  (Zeitschr.  f.  Immunitätsforsch.) 
erscheinende  Arbeit  von  Neukirgh  aus  dem  hiesigen  Institut  ergeben 
hat,  auch  bei  Zusatz  von  aktivem  Meerschweinchenserum 
zu  den  Gemischen  von  Organextrakt  und  inaktiviertem  Patientenserum, 
d.  h.  unter  den  Bedingungen^  der  WASSERMANNschen  Reaktion  geltend. 
Diese  die  Ausflockung  verhindernde  Funktion  des  aktiven  Meer- 
schweinchenserums tritt  besonders  markant  in  der  Kälte  (Eisschrank) 
hervor.  Sie  ist  aber  auch  in  der  Wärme  (Brutschrank)  bei  kurzfristiger 
Beobachtung  deutlich  bemerkbar  und  wird  durch  das  Inaktivieren  des 
Serums  aufgehoben  oder  beseitigt. 

Das  gegensätzliche  Verhalten,  das  hier  zwischen  aktivem  und  in- 
aktiviertem  Meerschweinchenserum    besteht,    entspricht   übrigens    älteren 
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gleiohsinnigen  Beobachtungen  Yon  van  Loohem^)  und  Streng')  bei  der 
spezifischen  Bakterienagglatination.  Auch  hier  hat  sich  ergeben,  da£  unter 
Umständen  Znsatz'  von  aktivem  Meerschweincfaensemm,  aber  nicht  von  in- 
aktiviertem,  die  agglutinierende  Wirkung  des  Immunserums  aufheben  kann, 
und  es  ist  gewiß  von  Interesse,  daß  in  beiden  Fällen,  bei  der  BakteneD- 
agglutination  und  bei  der  Ausflockung  des  Luesserums,  übereinstimmeDd 
Eigenschaften  des  aktiven  Serums  eine  Rolle  spielen,  bei  denen  man  früher 
wegen  ihrer  Labilität  gewohnt  war,  schlechthin  von  KomplementwirkuDg 
XU  sprechen. 

Der  umstand,  daß  das  aktive  MeerschweincbenserunDi  nach  den 
Versuchen  Neükirghs  in  der  Kälte  eine  stärker  hemmende  Wirkung 
entfaltet,  als  in  der  Wärme,  spricht  wohl  in  dem  Sinne,  daS  die 
hemmende  Funktion  sich  in  höherem  Grade  auf  die  un- 
spezifische  direkte  Globnlinflocknng  erstreckt,  als  aaf 
die  für  Syphilis  charakteristische  Ausflockung.  Denn  es 
ist  ja  schon  erwähnt  worden,  daß  bei  Temperaturerniedrigung  gerade 
die  erstere  Form  in  den  Vordergrund  treten  kann.  Dem  entsprechen 
auch  weitere  Versuche  von  Neukirgh,  nach  denen  sich  die  in  der 
Kälte  durch  das  Zusammenwirken  von  inaktiviertem  Patientensenun 
und  Organextrakt  entstandenen  „Kälteflocken^  von  den  im  Brot- 
Bchrank  entstandenen  „Wärmef locken^  dem  Meerschweinchensernm 
gegenüber  unterscheiden.  Das  aktive  Meerschwein chenserum 
übt  nämlich  auch  auf  die  bereits  entstandenen  Präzipi- 
tate  eine  auflösende  Wirkung  aus,  die  nur  in  der  Wärme 
eintritt,  in  der  Kälte  aber  ausbleibt.  Die  Aehnlichkeit  mit  der  Kom- 
plementwirknng  tritt  auch  hier  darin  hervor,  daß  dem  inaktivierten 
Meerschweinchenserum  dieser  Einfluß  auf  die  Präzipitate  mehr  oder 
weniger  fehlt.  Die  Wärmeflocken  besitzen  nun  aber  nach  Neukibch 
dem  aktiven  Meerschweinchenserura  gegenüber  eine  mehr  oder  weniger 
deutliche  Resistenz,  und  es  zeigt  sich  also  auch  hier,  daß  sie  anders 
entstanden  sein  müssen,  als  die  Wärmeflocken. 

Für  diejenigen  Betrachtungen,  die  für  uns  an  dieser  Stelle  im 
Vordergrund  des  Interesses  stehen,  ergibt  sich  nun  aus  den  erwähnten 
Untersuchungen  Neueirghs  die  Folgerung,  daß  der  Meer- 
schweinchenserumzusatz, der  ja  einen  integrierenden 
Bestandteil  der  WASSERMANNschen  Reaktion  bildet,  zn 
einer  Abschwächung  der  Ausflockung  und  damit  augen- 
scheinlich auch  zu  einer  Hemmung  des  zur  positiven 
WASSERMANNschen  Reaktion  erforderlichen  Vorgangs 
führen  kann').    Daraus  folgt  aber,  daß  unter  umständen  be 

1)  J.  L  VAN  LoGHBM,  Ceutralbl.  f.  Bakt.,  Bd.  47,  1908,  &  670. 

2)  O.  Streng,  Zeitschr.  f.  Immunitätsforsch.,  Bd.  4,  1910,  8.  515. 
8)  Es  entspricht  dieses  Ergebnis  älteren  im  hiesigen  Institut  erhobeoen 

Befunden  von  ScBLossBBBaBR  (Zeitschr.  f.  Immunit&tsforsch.,  Bd.  19, 1913, 
S.  115),  nach  denen  bei  der  WAssBRMANNsohen  Reaktion  die  die  Empfind- 
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syphilitischen  Seris  die  WASSERMANNsche  Reaktion  zu 
einem  negativen,  die  Ausflockung  aber  zu  einem  po- 
sitiven Ergebnis  führen  kann. 

Auch  haben  die  Untersuchungen  Neukirghs  —   sie  bestätigen 
hierin    auf  breiter  Basis   gelegentliche   Versuche  von   Hecht  ^)    und 
Berczeller')  —  gezeigt,  daß  Stärke  des  Präzipitats  und  Fähigkeit 
des  letzteren  zur  Komplementinaktivierung  durchaus  nicht  in  direktem 
Verhältnis  zueinander  stehen  müssen.    Es  hat  sich  im  Gegenteil  ge- 
zeigt,   daß  beim  Digerieren  von  Extrakt  und  Patienten- 
serum   vor  dem  Komplementznsatz  die  antikomplemen- 
täre  Wirkung  unter  mehr  oder  weniger  großer  indivi- 
dueller Variation  abnimmt,  und  zwar  um  so  stärker,  je  später 
der  Komplementzusatz  erfolgt,  und  je  höher  die  Temperatur  ist,  bei 
der  Extrakt  und  Patientenserum  zunächst  zusammenwirken.    Dabei  ent- 
spricht aber,  wie  sich  ja  ohne  weiteres  ergibt,  die  Abnahme  der  kom- 
plementinaktivierenden Wirkung  gerade  der  Zunahme  der  Ansflockungs- 
stärke,  und  diese  Versuche  Neukirghs  dürften  daher  einen  Beweis 
bilden  für  die  Richtigkeit  der  von  Sachs  u.  a.  vertretenen  Auffassung, 
daß  für  den  Komplementschwund  bei  der  WASSERMANNschen  Reaktion 
keineswegs  das  sichtbar  gewordene  Präzipitat,  sondern  ein  bestimmter 
Grad  der  Globulinveränderung  bzw.  die  erste  Phase  des  Zusammen- 
wirkens zwischen  Extrakt  und  Patientenserum  maßgebend  ist.    Tat- 
sächlich ist  die  WASSERMANNsche  Reaktion  dann  am  stärksten,  wenn 
nach  dem  üblichen  Vorgang  Extrakt,  Patientenserum  und  Komplement 
sofort  miteinander  gemischt  werden,  wie  ja  auch  die  spezifische  Kom- 
plementbindnng  nach  Dean')  unter  gleichen  Bedingungen  ihr  Optimum 
hat.    Das  Komplement  wird  eben   in   den  ersten  Anfängen  der  Re- 
aktion zwischen  Extrakt  und  Syphilitikerserum  ^mitgerissen^,  ähnlich 
wie    die   Blutkörperchen   bei   dem   von  Bordet   und  Genooü^)  be- 
schriebenen Phänomen  der  ^Coagglutination^,  bei  dem  durch  das  zur 

lichkeit  steigernde  Bedeutung  einer  Herabminderung  der  Meerschweinchen- 
serummenge auf  die  Hälfte  weniger  in  der  Verringerung  der  ly tischen 
Kraft,  als  in  der  Reduktion  der  Meerschweinchensernmmenge  gelegen  ist, 
und  es  darf  darauf  hingewiesen  werden,  daß  beim  Arbeiten  mit  kleineren 
Komplementmengen  (Komplementtitrierung  etc.),  als  es  der  Originalvor- 
schrift  V.  Wassermanns  entspricht,  wohl  nicht  oder  wenigstens  nicht  allein 
die  Herabsetzung  des  Komplementvorrats,  sondern  die  Verminderung  des 
aktiven  Serums  als  solchem  zu  einer  Empfindlichkeitssteigerung  führt. 
Jedenfalls  sind  diese  Erwägungen  schon  seit  Jahren  der  Anlaß  dafür,  daß 
in  der  serodiagnostischen  Untersuchungsstelle  des  hiesigen  Instituts  die 
WAssBBMANNsohe  Reaktion  stets  mit  2  Komplementdosen  (10-f acher  und 
20-facher  Serumverdünnung)  ausgeführt  wird. 

1)  H.  Hboht,  Zeitschr.  f.  Immunit&tsforsoh.,  Bd.  24,  1916,  S.  458. 

2}  L.  Bbbczbllbr,  Biochem.  Zeitschr.,  Bd.  88,  1917,  S.  315. 

8)  H.  B.  Dban,  Zeitschr.  f.  Immunitätsforsch.,   Bd.  13,   1912,   S.  84. 

4}  J.  BoRDBT  et  0.  Gbkoou,  Centralbl.  f.  Bakt.,  Bd.  58,  1911,  S.  830. 
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Präzipitation  führende  Zusammenwirken  von  Antigenen  und  Antik(^rpern 
Zellen  agglutiniert  werden,  die  Agglutination  aber  ausbleibt,  wenn  zuvor 
Antigen  und  Antikörper  zusammenwirken  und  erst  später  der  Zusatz 
der  Zellsuspension  erfolgt. 

Es  gelingt  zudem,  wie  Neükiroh  gezeigt  hat,  durch  Einschaltung 
eines  geeigneten  Zeitintervalls  vor  dem  Komplementznsatz  die  Ver- 
hältnisse so  zu  gestalten,  daß  bei  eingetretener  Ausflockung  die  Wassbb- 
MANNsche  Reaktion  negativ  ausfallen  kann  und  auch  umgekehrt,  und 
es  ergibt  sich  nach  alledem,  daß  der  Vorgang  der  Komplement- 
inaktivierung  bei  der  WASSERMANNschen  Reaktion  nicht 
etwa  zweizeitig  (zuerst  Präzipitatbildung,  dann  Eomplementadsorp- 
tion)  aufgefaßt  werden  darf,  daß  es  sich  vielmehr  um  einen 
Komplex  von  Vorgängen  handelt,  bei  denen  die  fär  die  Kom- 
plementwirkung verantwortlichen  Bestandteile  des  Meerschweinchen- 
serums unmittelbar  durch  das  Zusammenwirken  von  Organextrakt  und 
Syphilitikerserum  erfaßt  werden,  ähnlich  wie  in  einem  Zahnradsjstem 
die  einzelnen  Räder  ineinandergreifen. 

Für  das  Verständnis  der  Beziehungen  zwischen  WASSERMANNscher 
Reaktion  und  Ausflockung  können  wir  aber  aus  alledem  den  SchloS 
ziehen,  daß  nicht  nur,  wie  bereits  erwähnt  wurde,  die  Aus- 
flockung bei  positiver  WASSERMANNscher  Reaktion  ne- 
gativ sein,  sondern  daß  auch  umgekehrt  trotz  negativer 
WASSERMANNscher  Reaktion  die  positive  Ausflockung 
ein  richtiges  Ergebnis  anzeigen  kann,  wie  es  den  tatsäch- 
lichen Erfahrungen  entspricht.  In  welchem  Sinne  die  Differenz  in  Er- 
scheinung tritt,  das  wird  wesentlich  von  der  Individualität  des  zur 
Verwendung  gelangenden  Patientenserums,  zum  Teil  aber  auch  von  der 
wechselnden  Beschaffenheit  des  bei  der  WASSERMANNschen  Reaktion 
benutzten  Meerschweinchenserums  abhängen. 

B.  Ergebnisse  and  Erfahrungen. 

Ergibt  sich  aus  alledem,  daß  auf  Grund  der  experimentellen  Er- 
fahrungen und  theoretischen  Ueberlegungen  WASSERMANNsche  Reaktion 
und  Ausflockung  divergente  Ergebnisse  zeitigen  können,  ohne  daß  das 
Resultat  bei  der  einen  oder  der  anderen  Methode  als  uncharakteristisch 
anzusprechen  ist,  so  ist  damit  die  Frage  der  Brauchbarkeit  der  Aus- 
flockungsreaktion für  die  serodiagnostische  Praxis  noch  nicht  gelöst 
In  dieser  Hinsicht  kann  allerdings,  wie  wir  schon  wiederholt  betont 
haben,  nur  empirisch  auf  Grund  eines  großen,  klinisch  wertbaren 
Materials  entschieden  werden,  und  wir  selbst  mußten  uns  daher  be- 
gnügen auf  die  weitgehende  Uebereinstimmung  zwischen  Wassermank- 
scher  Reaktion  uns  Ausflockung  hinzuweisen,  ohne  über  die  Bedeatong 
der  sich  ergebenden  Divergenzen  urteilen  zu  können. 
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Schon  in  der  Extraktfrage,  die  bei  der  Serodiagnostik  der  Syphilis 
fiberhanpt  im  Mittelpunkte  steht,  ist  die  empirische  Kasuistik  maß- 
gebend. Auch  bei  der  WASSERHANNschen  Reaktion  kann  man  im  all- 
gemeinen ohne  umfassende  Prüfung  nicht  sagen,  ob  ein  Extrakt  ge- 
eignet ist,  d.  h.  für  Syphilis  charakteristisch  reagiert  oder  nicht,  und 
bekanntlich  können  auch  charakteristisch  reagierende  Extrakte  zu  ver- 
schiedenen Ergebnissen  führen,  ohne  daß  dabei  der  eine  Extrakt  im 
allgemeinen  etwa  stärker  als  der  andere  ist  Gerade  aus  diesem  Grund 
wird  ja,  so  insbesondere  von  Kolle  Wert  darauf  gelegt,  die  Wasser- 
MANNsche  Reaktion  mit  möglichst  vielen  Extrakten  auszuführen.  Aber 
es  darf  auch  daran  erinnert  werden,  daß  durchaus  nicht  jeder  be- 
liebige Extrakt  bei  der  WASSERHANNschen  Reaktion  charakteristisch 
reagieren  muß. 

Besonders  von  Meerscbweinchenberzextrakten  ist  bekannt,  daß  sie 
nicht  selten  unspezifische  Reaktionen  ergeben  können^  und  zwar  auch  dann, 
wenn  alle  Kontrollen,  Extrakt  und  Patientenserum  selbst  in  dem  doppelten 
Muitiplnm  der  Gebrauchsdosen  keinerlei  eigenhemmende  Wirkung  auf- 
weisen. Aus  Versuchen  von  Georoi  hat  sich  dabei  ergeben,  daß  ins- 
besondere die  Fäulnis  auf  Meerschweinchenherzen  leicht  derart  einwirkt, 
daß  die  hergestellten  alkoholischen  Extrakte  nicht  mehr  streng  chaiakte- 
ristisch  sind,  während  bei  Rinderherzextrakten  diese  Gefahr  überhaupt 
nicht  oder  weit  weniger  in  Betiacht  kommt.  Es  ist  für  die  Beziehungen 
zwischen  WASSBRMANNscher  Reaktion  und  Ausflockung  wiederum  von  Inter- 
esse, daß,  wie  Georoi  festgestellt  hat,  derartige  Meerschweinchenherz- 
extrakte auch  bei  der  Ausflockung  ein  gleiches  Verhalten  zeigen. 

Bei  unserer  Ausflockungsmethode  ist  nun  die  geeignete  Bereitung 
und  Prüfung  der  Extrakte  natürlich  mindestens  ebenso  wichtig,  wie 
bei  der  WASSERMANNschen  Reaktion.  Da  die  Ausflockungsmethode 
neuartig  ist  und  außerdem  ein  Cholesterinzusatz  für  hinreichende 
Empfindlichkeit  nicht  entbehrt  werden  kann  ^),  so  muß  man  sogar  der 
Extraktfrage  ganz  besondere  Aufmerksamkeit  schenken. 

Prinzipielle  Bedenken  gegen  die  praktische  Verwertbarkeit  der 
Methode  scheinen  uns  von  vornherein  nicht  zu  bestehen.    Wenn  auch 

1)  Zur  Bereitung  geeigneter  cholesterinierter  Extrakte  eignen  sich 
nicbt  nur  Rinderherzen,  sondern  auch  andersartige  Organe,  sowie  Menschen- 
herzen. Es  darf  dabei  auf  einen  Irrtum  in  der  Darstellung  EoNnzsas  hin- 
gewiesen werden,  nach  der  Mbinicks  angegeben  hätte,  daß  cholesterinierte 
Kinderherzextrakte  nur  die  Luessera  ausfällen,  und  wir  diese  Eigenschaft 
zu  unserer  Methode  benutzt  hätten.  Beides  trifft  nicht  zu.  Vielmehr  hat 
Mbinickb  nicht  cholesterinierte  Extrakte  benutzt  und  beobachtet,  daß  die 
Rinderherzextrakte  im  allgemeinen  nur  syphilitische  Sera  (aber  im  salz- 
armen Medium)  auszufällen  vermögen,  während  wir  feststellten,  daß  durch 
geeignete  Cholesterinierung  der  £xtrakte  unter  den  Bedingungen  der 
WAssBRMANKschen  Reaktion  im  salzhaltigen  Medium  eine  elektive  Flockung 
bewirkt  wird,  und  die  cholesterinierten  Rinderherzextrakte  zunächst  nur 
deshalb  wählten,  weil  wir  sie  auch  für  die  Ausführung  der  Wassbrmann- 
:8clien  Reaktion  bevorzugen. 
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zweifellos,  wie  wir  auseinandergesetzt  haben,  eine  Ausflockung  auf 
zweierlei  Art  Zustandekommen  kann,  einerseits  durch  unspezifische 
Olobulinflockung,  andererseits  durch  die  fOr  Syphilis  charakteristische 
Reaktion,  so  besitzen  wir  doch  umfangreiche  Erfahrungen,  deren  Kennt- 
nisse wir  zu  einem  großen  Teil  den  Arbeiten  Meinickes  yerdanken, 
um  die  direkten,  an  die  einfache  Labilität  der  SerumeiweiBkörper  ge- 
knüpften Ausflockungserscheinungen  nach  Möglichkeit  einzuschränken, 
wie  wir  das  ja  auch  bei  der  WASSBRMANNschen  Reaktion  durch  die 
in  jahrelanger  Erprobung  begründete  Methodik  tun.  Neben  der  In- 
aktivierung  der  Sera,  die  diesem  Zwecke  dient,  kommt  hierbei  haupt- 
sächlich die  Beachtung  quantitativer  Bedingungen  und  des  Einflosses 
der  Temperatur  in  Betracht. 

Dementsprechend  haben  wir  zunächst  Vs-Btflndiges  Inaktivieren 
der  Sera  auf  55^  und  ein  2-stündiges  Verweilen  der  Versuchsröhrchen 
im  Brutschrank  mit  nachfolgendem  Aufenthalt  bei  Zimmertemperatur 
vorgeschrieben.  Auch  der  Art  der  Extraktverdünnung  ist  natfirM 
eine  dominierende  Bedeutung  zuzuschreiben,  und  wir  haben  daher,  nm 
gleichartige  Verdünnungen  erzielen  zu  können,  empfohlen,  die  alko- 
holischen Extrakte  zunächst  rasch  mit  gleichen  Teilen  physiologischer 
Kochsalzlösung  zu  verdünnen  und  darauf  nach  kurzem  Umschwenke 
weiteren  raschen  Zusatz  von  4  Teilen  physiologischer  Kochsalzlösong 
folgen  zu  lassen.  Gegenüber  Meiniokb  haben  wir  hervorgehoben,  d&fi 
unter  Beachtung  dieser  Eautelen  sich  theoretisch  keine  Folgerungen  er- 
geben, die  unsere  einzeitige  Methodik  der  von  Mbinioke  eingeführten 
zweizeitigen  Ausflockungsreaktion  von  vornherein  unterlegen  erscheine 
lassen  ^). 

Um  so  mehr  aber  muß  für  die  serodiagnostische 
Brauchbarkeit  der  Methode  die  umfassende  Erprobung 
von  maßgebender  Bedeutung  sein.  Es  ist  daher  besonders 
dankenswert,  daß  in  der  Zwischenzeit  bereits  eine  Reihe  von  Autoren 
sich  mit  unserer  Ausflockungsreaktion  beschäftigt  haben.  Wie  sich  ans 
folgender  Uebersichtstabelle ,  in  der  wir  die  Erfahrungen,  soweit 
sie  nach  den  darin  enthaltenen  Gesichtspunkten  zu  verwerten  sind. 


1)  Anmerkung  während  der  Korrektur:  In  neuerer  Zeit 
haben  auch  Mbiniokb  (vgl.  Literaturverzeichnis  Nr.  42),  sowie  Lbssbb  (vgl 
Literatorverzeichnis  Nr.  40)  einzeitige  Methoden  der  Ausflockung  für  die 
Praxis  empfohlen.  Die  Versuchsanordnung  der  genannten  Autoren  unter- 
scheidet sich  von  unserer  Methode  nur  durch  die  Verwendung  anderer  (nieht- 
cholesterinierter)  Extrakte  und  die  Benutzung  einer  höher  konzentrierten 
Kochsalzlösung  als  Verdünnungsmedium.  Augenscheinlich  spielt  bei  ge- 
wissen Extrakten,  wie  sich  das  auch  aus  den  Untersuchungen  Osobo^u 
ergibt,  der  erhöhte  Kochsalzgehalt  in  bezug  auf  die  Herstellung  einer  ge- 
eigneten physikalischen  Beschaffenheit  der  Extraktlipoido  eine  ihnliche 
Rolle  wie  der  Cholesterinzusatz. 
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statistisch  zusammengestellt  haben,  ergibt,  haben  die  bisherigen  Er- 
gebnisse im  allgemeinen  zu  einer  erfrealichen  Uebereinstimmnng  mit 
unseren  ersten  Angaben  geführt 


Es  reagierten  bd  der  WASSERMANNschen  Reaktion 

Zahl 

und  bei  der  SACHS-GEORGiBchen  Reaktion 

überein- 
stimmend 

different 

Autor») 

der 
FSMe 

+ 

in 
Pros. 

«*» 

Wa.R.+ 

Wa.R? 

Wa.R.- 

i 

S.G. 

8.-R 

8..G. 

8..G. 

8.-a 

a-G. 

1 

m 

R. 

R 

R. 

R 

R 

R 

1 

.9 

? 

+ 

+ 

? 

Sachs    und 

Gboroi«) 

2  770 

614 

2016 

94,94 

140 

20 

32 

.^ 

28 

37 

23 

_ 

Nathan 

704 

249 

404 

92,8 

51 

29 



— 



22 



_ 

Mandelbaum 

1(W 

7 

88 

93,2 

7 

4 



.. 



3 



.»_ 

Nathan    und 

Weichbbodt  *) 

192 

39 

141 

93,75 

12 

5 







7 





Lipp 

1000 

308 

624 

93,2 

68 

12 

20 

..^ 

10 

14 

12 

_^ 

Kafka*) 

350 

— 



86 

48 

17* 

24 

— 

7 



^ 

WmcHARDT  und 

Schradeb') 

42 

31 

7 

89,7 

4 

2 







2 



__ 

Geoboi 

1671 

331 

1228 

93,3 

112 

32 

19 

2 

20 

32 

7 



Beich 

207 

54 

126 

87 

27 





9 

7 

11 

__ 

.^ 

IXSSJSR*) 

1500 

162 

1165 

88,6 

173 

67 





116 





OUOGENHEIMER 

200 

— 

_ 

88,8 

21 

12 







9 

... 

_. 

Blumenthal*) 

400 



— 

98 

8 

— 



— 





— 

8 

Meyer  •) 

600 

148 

404 

94 

36 

10 

13 

11 



1 

1 



Plaut») 

165 

30 

127 

95,2 

8 

2 







6 

— 



Konftzee**) 

688 

175 

438 

89,1 

75 

31 

— 

— 



44 

— 



Münster 

253 

116 

117 

92,2 

20 

2 

1 

— 

4 

12 

1 



L5ns 

540 

191 

325 

95,6 

24 

5 

5 

— 

6 

3 

5 



Schröder'') 

540 

— 

— 

85,2 

82 

5, 

— 

— 

— 

77 

— 

— 

insgeeamt 

12124 

U208 

92,44 

916 

245 

114 

22 

75 

405 

49 

& 

■^r 

"ssr 

(Vgl.. 


1^  Vgl.  das  am  8chln88e  dieser  Arbeit  befindliche  Literatnrrerzeichnis. 

2)  Außerdem  147  Lnmbalflüssigkeiten  mit  90,4  Proz.  üebereinstinminng. 
literBturrerzeichdis  Nr.  31.) 

3)  Außerdem  78  Lumbalflüssiffkeiten  mit  83,3  Proz.  üebereinstimmung. 

4)  Darunter  50  Lumbalflüesigkeiten. 

5)  Außerdem  7  Lumbaiflüssigkeiten  mit  77,5  Proz.  Üebereinstimmung^. 

6)  Außerdem  1500  weitere  Ilntersuchungen.    (V^L  Literaturverzeichnis  Nr.  11.) 

7)  Außerdem  200  weitere  Untersuchungen  (vgl  Literaturverzeichnis  Nr.  2),  dabei 
unter  38  ÜIc.  molle-Failen  einmal  schwach  positive  Reaktion  nach  Sachs  und 
Georqi  bei  negativer  WASSERMANNscher  Reaktion. 

8)  Darunter  12  Fälle,  bei  denen  die  Reaktion  nach  Wassermann  und  nach 
8achs-Gboroi  zweifelhaft  war.  Außerdem  400  Untersuchungen.  (Vgl  Literatur- 
verzeichnis Nr.  11.) 

9)  Außerdem  55  LumbalflÜBsigkeiten  mit  80  Proz.  Üebereinstimmung. 

10)  Berechnet  nach  den  Ergebnissen  der  WASSBRiCANNschen  Reaktion  mit 
cholesteriniertem  Rinderherzextrakt.  Außerdem  25  Fälle,  in  denen  entweder  Wasser- 
mann-negative Sera  Eigenflockung  aufwiesen  oder  Eigenhemmung  in  der  WASSER- 
MANNschen Reaktion  ^  negativer  Ausflockung  vorhanden  war.  Femer  Angaben 
über  87  weitere  Untersuchungen,  bei  denen  aber  die  WASSERMANNsche  ReiSction 
nicht  gleichzeitig  ausgeführt  wurde.  Es  wird  zugleich  berichtet,  daß  von  26  Grippe- 
fällen  4  positiv  und  6  zweifelhaft  bei  der  Ausflockung  rea^erten. 

11)  Außerdem  12  Lumbalflnssigkeiten  mit  100  Proz.  Üebereinstimmung. 
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Es  ergibt  sich  bereits  ein  Material  von  fiber  12000  Fällen,  die 
im  Durchschnitt  in  92,44  Proz.  Uebereinstimmung  mit  der  Wasser- 
HANNscben  Reaktion  aufweisen.  Die  Angaben  der  einzelnen  Autoren 
differieren  zwischen  85,2  und  98  Proz.,  und  die  Gesamtzahl  der  ^- 
hobenen  Befunde  weist  auch  darin  Uebereinstimmung  mit  unseren  An- 
gaben auf,  daß  in  einer  größeren  Anzahl  von  Fällen  die  AusflockuDg 
stärker  (oder  allein  positiv)  ausfiel,  als  die  WASSERMANKsche  Reaktion. 
Man  kann  also  unter  Berücksichtigung  unserer  früheren 
Ergebnisse  im  allgemeinen  das  Resultat  der  bisherigen 
Prüfungen  als  gut  übereinstimmend  bezeichnen. 

Wesentlich  erscheint  natürlich  die  Sichtung  der  dif- 
ferent  reagierenden  Fälle.  Unter  ihnen  interessieren  besonders 
diejenigen,  die  bei  negativer  oder  auch  zweifelhafter  WASSERMANNscher 
Reaktion  zweifelhafte  bzw.  positive  Ausflockung  ergeben.  Denn  nach 
unseren  früheren  Ausführungen  kann  nicht  ohne  weiteres  die  negative 
WASSERMANNsche  Rcaktiou,  sondern  erst  die  klinische  Beurteilung  ent- 
scheiden, ob  hier  Fehldiagnosen  vorliegen  oder  nicht.  Wir  haben  daher  die 
in  Frage  kommenden  Untersuchungen,  soweit  es  auf  Grund  der  Literatur 
möglich  war,  nach  klinischen  Gesichtspunkten,  wie  folgt,  zu  ordnen  versucht 


Ausflockung : 

Ins- 

Diagnose 

? 

+ 

+ 

?  oder  + 

+ 

gMint 

Wa.R.- 

Wa.R.? 

Wa.R.- 

Wa.R.-oder? 
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15 

25 

209 

5 
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2 

— 
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1 
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9 
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46 
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1 
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7 

Ulcus  molle 
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Ulcus  molle 

(Lues?) 







9 

— 

9 

GoDorrhöe 





2 





2 

Malaria 

— 

1 



B 



4 

Tuberkulose 



— _ 

1 

2 



3 

Pneumonie 



— 



2 



2 

BroDchitis 







4 



4 

Grippe 

— 

— 

4 



7 

11 

Hypophysentumor 

18 

1 
37 

115 

2 

_ 

1 
172 

Insgesamt 

37 

65 

390 

36 

7 

535 

Es  muß  zu  dieser  üehersicht  bemerkt  werden,  daß  das  Material  naeh 
Möglichkeit  zu  Ungunsten  der  Ausfiockungsreaktion  geordnet  ist,  indem 
auch  Fälle,  bei  denen  Lues  nach  den  Angaben  der  Autoren  wahrscheinlich 
oder  jedenfalls  nicht  auszuschließen  war,  unter  die  einzelnen  genannten 
Krankheitsgruppen  eingezogen  wurden^). 

1)  In  der  Tabelle  sind  außerdem  noch  8  Fälle  enthalten,  die  auf  ge- 
legentlichen Literaturangaben  fußen  und,  da  sie  nicht  von  einem  statistisch 
verwertbaren  Material  herrühren,  in  der  vorangehenden  Gesamtübersicht 
micht  verwertet  werden  konnten. 
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Die  Tabelle  zeigt  jedenfalls,  daß  es  sich  bei  den  divergenten 
Ergebnissen  in  einem  großen  Teil  der  Fälle  um  sichere 
Lues  oder  wahrscheinlichen  Luesverdacht  handelt,  und 
es  ist  eine  von  klinisch*dermatologischer  Seite  (Nathan,  Münster, 
Schröder  u.  a.)  wohl  vielfach  gemachte  Erfahrung,  daß  gerade  in 
den  Anfangsstadien  der  Syphilis  die  Ausflockung  empfindlicher  sein 
kann  als  die  WASSERHANNsche  Reaktion;  das  gleiche  trifft,  wie  es 
scheint,  nicht  selten  für  die  Periode  des  Abklingens  der  syphilitischen 
Blutveränderung  im  Laufe  der  Behandlung  zu^). 

Im  Gegensatz  zn  dem  Verhalten  des  Blutserums  ergaben  die  bisher 
vorliegenden  Erfahrungen  über  das  Verhalten  von  Lumbaiflüssigkeiten  in 
Uebereinstimmnng  mit  unseren  ersten  Angaben  geringere  Empfindlichkeit 
der  Ausflockung  gegenüber  der  WASSERiiANNschen  Reaktion.  Dagegen 
stimmen  die  Angaben  der  Autoren  wohl  darin  überein,  daB  die  Lumbal- 
flüssigkeiten  charakteristisch  reagieren,  abgesehen  von  einem  von  Eonitzbr 
mitgeteilten  Fall  von  lufluenzameningitis. 

In  einer  größeren  Anzahl  von  Fällen  mit  positiver  oder  zweifel- 
hafter Ausflockung  bei  negativer  oder  zweifelhafter  WASSERHANNscher 
Reaktion  ist  aber  eine  syphilitische  Infektion  zum  mindesten  zweifel- 
haft. Würde  man  etwa  in  den  ersten  3  Querkolonnen  der  obigen 
Tabelle  die  Ausflockungsreaktion  als  Zeichen  einer  syphilitischen  In- 
fektion werten,  so  würde  sich  unter  Berücksichtigung  des  Gesamt- 
materials von  mehr  als  12000  Untersuchungen  ein  Prozentsatz  von 
etwa  2  Proz.  ergeben,  bei  dem  man  die  Frage,  ob  es  sich  um  un- 
spezifische Reaktionen  handelt,  diskutieren  kann.  Soweit  sich  bestimmte 
Krankheitsgruppen  herausgreifen  lassen,  handelt  es  sich  hierbei  um 
Ulcus  molle,  Grippe  und  in  der  Minderheit  der  Fälle  um  einige  In- 
fektionskrankheiten bzw.  Fieberperioden,  also  immerhin  um  solche 
Gruppen,  die  auch  bei  der  WASSERMANNschen  Reaktion  bei  ungenügen- 
der Prüfung  der  Extrakte  eine  störende  Rolle  spielen  können,  und  die 
daher  an  erster  Stelle  dazu  dienen,  um  durch  negative  Serumreaktion 
eine  Gewähr  für  das  charakteristische  Verhalten  der  Extrakte  zu  bieten' 

Man  darf  freilich  nicht  übersehen,  daß  die  bei  der  Ausflockang  derart 
positiv  reagierenden  Falle  unter  Berücksichtigung  des  Gesamtmaterials 
eine  Minderheit  darstellen.  So  gibt  z.  B.  Lbsser,  von  dem  allein  12  der 
positiven  Reaktionen  bei  Ulcus  molle  herrühren  ^),  an,  daß  er  bei  1144ünter- 

1)  Anmerkung  während  der  Korrektur:  Neuerdings  konnte 
ZiHHBRN  (vgl.  Literaturverzeichnis  Nr.  48)  das  frühe  Auftreten  und  das  spätere 
Abklingen  der  Ausflockungsreaktion  nicht  bestätigen.  Vergleiche  jedoch 
die  inzwischen  erschienenen  Arbeiten  von  Gabhtgbns  und  Sbilbr.  Es  wird 
wohl  wesentlich  von  der  Empfindlichkeit  der  zur  Verwendung  gelangenden 
Extrakte  abhängen,  wie  sich  diese  Verhältnisse  gestalten. 

2)  An  anderer  Stelle  (vgl.  Literaturverzeichnis  Nr.  11)  findet  sich 
allerdings  die  Angabe,  daß  bei  Lebsbb  von  40  Ulcus  moIle-Fällen  30  nach 
Sachs-Georoi  positiv  reagiert  haben.  Es  stimmt  diese  Zahl  aber  mit  der 
früheren  Angabe  von  Lbssbr,   daß  von  42  Ulcus  molle- Fällen  31  negativ 

Arb.  a.d.  lott:  f.  eq>.Tber.u.d.  Georg  Speyer- Hause  SU  Frmii]cfiirta.M.  X.  2 
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sucbuDgen,  daranter  zahlreichen  Fallen  von  Tuberkulose,  Fleck£eber  und 
anderen  fieberhaften  Erkrankungen  übereinstimmend  negative  Ergebnisse 
hatte.  Auch  befinden  sich  in  Lbssbrs  üebersicht  6  weitere  Fälle  von 
Ulcus  molle,  die  auch  bei  der  WAsssBUANNSchen  Reaktion  positiv  reagierten, 
und  2  Ulcus  moUe-Fälle^  die  nur  bei  der  WAssBRMANNschen  Reaktion  und 
nach  Meinigke,  nicht  nach  unserem  Verfahren  positiv  waren. 

Im  übrigen  erwies  sich  aber  gerade  in  den  Unterauohungen  Liters 
unser  Verfahren  von  auffällig  starker  Emfindlichkeit  in  bezng  auf  Lues. 
Es  entspricht  das  ja  auch  den  Erfahrungen  bei  der  WASssBiCANNschen 
Reaktion,  daß  bei  sehr  gesteigerter  Empfindlichkeit  leicht  gelegentliche 
unspezifische  Reaktionen  vorkommen.'  Dabei  darf  man  nicht  übersehen, 
da£  der  Grad  der  Empfindlichkeit  und  damit  auch  die  Zahl  der  nur  hei 
der  Ausflockung  positiven  Fälle  bei  den  einzelnen  Autoren  mehr  oder 
weniger  große  Variationen  aufweist  So  berichtet  z.  B.  Mbybr  im  Gegen- 
satz zu  Lbssbr,  daß  die  Ausflockung  sich  etwas  weniger  empfindlich  als 
die  WASSBRHANNSche  Reaktion  erwies  und  nur  ein  einziges  8erum  von 
1000  untersuchten  nach  Wassbbmakn  negativ  und  bei  der  Ausflockang 
positiv  reagierte  1). 

Auf  Grund  aller  dieser  Momente  möchten  wir  ans  zwar  über  die 
praktische  Wertung  der  gelegentlich  als  unspezifiscb  erscheinenden  Re- 
aktionen in  bezug  auf  die  prinzipielle  Brauchbarkeit  der  Ausflockang  zu 
serodiagnostischen  Zwecken  eines  Urteils  enthalten').  Wir  glaubten 
aber  doch  den  Bedingungen  nachgehen  zu  sollen,  die  vielleicht  für 
derartige  Befunde  verantwortlich  sein  können. 

Dabei  kam  uns  der  Wechsel  der  Jahreszeit  in  der  Beurteilung  sn 
Hilfe.  Während  wir  nämlich  in  der  ersten  Periode  der  Erprobung  der 
Reaktion,  die  in  das  Frühjahr  und  in  den  Sommer  1918  fiel,  kaum  je 
Reaktionen  begegnet  sind,  die  wir  mit  Sicherheit  als  unspezifisch  an- 
sprechen mußteu,  kam  es  im  Spätherbst  und  insbesondere  in 
den  Wintermonaten  gelegentlich  doch  vor,  daß  wir  an 
einigen  Versuchstagen  durch  positive  Befunde  über- 
rascht wurden,  die  wir  als  Fehlresultate  deuten  mufiten. 
Da  es  sich  dabei  um  dieselben  Extrakte  wie  früher  handelte,  konnten  wir 
schließlich  nur  die  unterschiede  der  Zimmertemperatur  dafür  verantwort- 
lich machen,  und  dies  um  so  mehr,  als  bei  den  erschwerten  Heizbedingungen 
des  vergangenen  Winters  die  Laboratoriumstemperatur  in  der  Nacht  eine 
nicht  unerhebliche  Abkühlung  erfuhr.  Wir  konnten  dieser  Schwierig- 
keiten zuweilen  bereits  Herr  werden,  wenn  wir  die  Gestelle  mit  den  Ver- 
suchsröhrchen  über  Nacht  auf  den  Brutschrank  stellten.  Es  schien  uns 
aber  doch  im  Interesse  gleichmäßiger  Ausführung  der  Methode  zweckmäßig, 
einheitliche,  von  äußeren  Umständen  unabhängige  Bedingungen  herzustelleiL 

waren,  nicht  überein,  so  daß  wohl  hier  ein  Irrtum  der  Berichterstattung 
vorliegen  dürfte. 

1)  Anmerkung  während  der  Korrektur:  Aehnlich  lauten  die 
Angaben  der  inzwischen  erschienenen  Arbeit  von  Zuocbrk  (Literatur- 
verzeichnis Nr.  48).  Auch  hier  verhältnismäßig  geringe  Empfindlichkeit, 
aber  keine  positiven  Reaktionen  bei  der  Untersuchung  von  zahlreicheD 
Ulcus  molle-  und  Gouorrhoe-Fällen. 

2)  Bemerkt  sei  nur,  daß  unspezifische  Reaktionen  des  Blutserums,  wenn 
vorhanden,  wohl  meist  schwach  sind  und,  zumal  mit  dem  Abklingen  der 
Krankheitserscheinungen,  verhältnismäßig  rasch  zu  verschwinden  scheinen. 
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Aus  diesem  Grande  haben  wir  vergleichende  Untersuchungen  aus- 
geführt, in  denen  wir  einerseits  die  Serum-Extraktgemische  nach  unserer 
früheren  Vorschrift  2  Stunden  im  Brutschrank  und  sodann  bei  Zimmer- 
temperatur aufbewahrten,  sie  andererseits  aber  über  Nacht 
im  Brutschrank  hielten.  Es  lag  das  um  so  näher,  als  bereits 
nach  den  Untersuchungen  Meinigees  anzunehmen  ist,  daß  unspezifische 
Flockungen  leichter  bei  Zimmertemperatur  oder  bei  noch  niedrigerer 
Temperatur  eintreten,  als  im  Brutschrank. 

Andererseits  ist  aber  Bratschranktemperatur  für  die  Ausflockung  auch 
in  bezug  auf  die  Empfindlichkeit  nicht  zu  entbehren.  Schon  von  Mbinickb 
wird  ja  auf  Grund  seiner  Untersuchungen  angegeben,  daß  das  Temperatur- 
optimum für  die  Elockung  der  Syphilissera  bei  Sl^  oder  darüber  liegt.  Tat- 
sächlich ist  für  unsere  Methode,  wie  sich  das  auch  aus  den  in  diesem  Heft 
an  späterer  Stelle  mitgeteilten  Untersuchungen  Neükirchs  ergibt,  ein  vor- 
heriger Aufenthalt  bei  höherer  Temperatur  auch  dann  erforderlich,  wenn 
später  die  Versuchsröhrchen  bei  Zimmertemperatur  verweilen.  Man  kann 
sich  in  der  Tat  leicht  davon  überzeugen,  daß  manche  Wassermann-positiven 
Sera  im  Brutschrank  stärker  reagieren  als  bei  Zimmertemperatur  und  bei 
letzterer  sogar  ein  negatives  Ergebnis  haben  können  (vgl.  hierzu  auch 
Münster).  Diese  nicht  selten  begünstigende  Wirkung  der  ^Wärme  be- 
stätigt daher  die  Richtigkeit  unserer  ursprünglichen  Versuchsanordnung, 
die  Gemische  von  Serum  und  Extrakt  jedenfalls  im  Brutschrank  vorzu- 
wärmen. 

Als  wir  nun  die  Ausflockung  nur  im  Brutschrank  aus- 
führten, konnten  wir  feststellen,  daß  gelegentliche  Ausflockungsreaktionen, 
die  bei  der  bisherigen  Anordnung  (2  Stunden  Brutschrank,  dann  Zimmer- 
temperatur) als  uncharakteristische  Ergebnisse  erscheinen  konnten,  ver- 
schwinden. Wir  haben  insbesondere  Fälle  von  Ulcus  molle,  Gonorrhöe, 
Tuberkulose  ausgewählt,  um  uns  von  der  Erhöhung  des  charakteristi- 
schen Gepräges,  die  die  Methode  bei  Ausführung  im  Brutschrank  er- 
fährt, zu  überzeugen,  und  möchten  im  folgenden  einige  Fälle  anführen, 
die  in  diesem  Sinne  beweisend  erscheinen. 


Ausflockung : 

Diagnose 

Wasseb- 
MANifsche 
Reaktion 

über  Nacht  37» 

2  Stunden  37  ^  dann 
Zimmertemp^tur 

Extrakt  A 

Extrakt  B 

Extrakt  A 

Extrakt  B 

Ulcus  molle 

_ 

_ 

(+) 

+ 

+ 

99                    »> 

— 

— 

(+) 

»                    » 

— 

— 

— 

+  + 

+ 

ff                    1» 

— 

— 

— 

+ 

(t) 

>»                    >l 

— 

— 

— 

(+) 

+ 

fy             »} 

— 

— 

— 

(+) 

+ 

99                  >f 

— 

— 

— 

(+) 
(+) 

+ 

}>             n 

— 

— 

— 

+  + 

Gonorrhöe 

— 

"— 

— 

(+) 

(+) 

Furunkulose 





-* 

C+) 

+  +  + 

Tuberkulose 

— 

— 



++ 

(+) 

Malaria 

? 

— 

— 

+  + 

+  + 

f» 

+ 

— 

— 

++ 

+  + 
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Die  Tabelle  zeigt,  daß  wir  in  unseren  eigenen  Versuchen  zwar  nor 
eine  geringe  Zahl  von  als  nnspezifisch  deutbaren  Reaktionen  beobachtet 
haben,  und  daß  es  sich  unter  ihnen  zum  Teil  auch  nur  um  zweifel- 
hafte Reaktionen  handelt.  Was  aber  in  praktischer  Hinsicht  interessiert, 
ist  die  Tatsache,  daß  diese  Ausflockungen  beim  alleinigen 
Verweilen  der  Versuchsröhrchen  im  Brutschrank  nicht 
eintreten.  Auch  die  beiden  in  der  Tabelle  angefahrten  Malariafalle 
reagierten  bei  der  WASSERMANNschen  Reaktion  zweifelhaft  bzw.  positi? 
und  in  der  bisherigen  Anordnung  der  Ausflockung  einwandfrei  positi?, 
ließen  aber  bei  der  AusfQhrung  im  Brutschrank  jegliche  Flockung  ver- 
missen. 

Die  Erprobung  der  derart  veränderten  Anordnung,  die  sich  bereits 
auf  mehrere  1000  Untersuchungen  erstreckt,  hat  bisher  die  sich  er- 
öffnenden Erwartungen  durchaus  bestätigt^).  Wir  sind  in  der  Tat  bei 
der  Heranziehung  zahlreicher  KontrollfUle  keinen  AusflockungsreakfioDea 
begegnet,  die  bei  Brutschrankanordnung  auf  Grund  des  Ergebnisses  der 
WASSERMANNschen  Reaktion  und  der  vorliegenden  klinisch-anamnesti- 
schen  Angaben  als  un&pezifisch  imponieren  konnten,  und  wir  glaaben 
daher,  wie  wir  bereits  an  anderer  Stelle  mitteilen  konnten,  den  SchlaB 
ziehen  zu  dürfen,  daß  bei  alleinigem  Aufenthalt  im  Brut- 
schrank unter  Verwendung  geeigneter  Extrakte  die 
Möglichkeit  uncharakteristischer  Reaktionen  beseitigt 
oder,  wenn  überhaupt  vorhanden,  auf  ein  Hinimam 
reduziert  ist').  Wenngleich  wir  selbst  auch  nach  unserer 
früheren  Vorschrift  nur  in  wenigen  Fällen  möglicherweise  unspezi- 
fische Reaktionen  gesehen  haben,  so  dürfte  jedenfalls  die  Brnt- 
schrankanordnung  der  Forderung  nach  charakteristischem  Gepräge  io 
erhöhtem  und  in  praktischer  Hinsicht  wohl  sicher  hinreichendem  MaBe 
entsprechen. 

1)  Die  Untersuchungen  wurden  zum  großen  Teil  von  Fräulein  Obrtraudis 
Klinkhart  und  Fräulein  Helens  Rosenstbin  ausgeführt 

2)  Anmerkung  während  der  Korrektur:  Diese  Tatsache  wird 
in  einer  demnächst  erscheinenden  Arbeit  von  Stillino  (vgL  Literatur^ 
Verzeichnis  Nr.  47)  an  einem  großen  Material  bestätigt.  BmifENTHAL 
(Literaturverzeichnis  Nr.  36)  hat  nämlich  in  der  Zwischenzeit  angegeben, 
daß  die  Aasflockungsreaktion  bei  Geschwülsten,  Infektionskrankheiten  und 
vornehmlich  bei  Tuberkulose  in  einem  hohen  Prozentsatz  positiv  ist  Die 
hierdurch  yeranlaßten  Untersuchungen  Stillings  haben  speziell  bei  Tuber- 
kulose gezeigt,  daß  dies  für  unsere  frühere  Anordnung  (2  Stunden  Brat- 
schrank,  dann  Zimmertemperatur),  wenn  auch  in  geringerer,  bei  verschiedenes 
Extrakten  wechselnder  Häufigkeit,  zutrifft,  daß  jedoch  bei  alleinigem 
Aufenthalt  der  Versuchsröhrchen  im  Brutschrank  sämt- 
liche untersuchten  Tuberkulosesera  negativ  reagierten. 
Auch  auf  Grund  der  umfangreichen  Erfahrungen  Stillinos  erscheint  daher 
die  Gefahr  unspezifischer  Reaktionen  bei  Benutzung  geeigneter  Extrakte 
durch  die  Brutschrankmethode  beseitigt 
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Was  nun  die  Empfindlichkeit  der  Ansflocknngsreaktion 
im  Bratschrank  anlangt,  so  ist  sie  ceteris  paribus  nach  unseren 
Erfahrungen  etwas  geringer  als  bei  Brutschranktemperatur  mit  nach- 
folgendem Aufenthalt  bei  Zimmertemperatur.  Allerdings  handelt  es 
sich  in  der  Hehrzahl  der  zu  Gunsten  der  WASSERMANNschen  Reaktion 
«  divergenten  Fälle  um  so  schwache  Hemmungen  der  Hämolyse,  daß  wir 
sie  in  der  Praxis  nur  als  sehr  schwach  positiv  oder  sogar  nur  als 
negativ  mit  dem  Zusatz  ^eine  Andeutung  einer  positiven  Reaktion  ist 
vorhanden^  bezeichnen  können.  Aber  auch  unter  Berücksichtigung 
dieser  Fälle  als  Divergenzen  hat  sich  uns  eine  Uebereinstimmung  je 
nach  dem  verwandten  Extrakt  von  90—94  Proz.  ergeben.  Die  divergenten 
Fälle  sind  auch  hier  teils  bei  der  WASSERMANNschen  Reaktion,  teils 
bei  der  Ausflockung  stärker  oder  allein  positiv,  in  größerer  Zahl  aber 
bei  der  WASSERMANNschen  Reaktion. 

Unsere  fortgesetzten  Untersuchungen  haben  nun  gezeigt,  daß  man 
die  Bedingungen  ffir  die  Anordnung  im  Brutschrank  unschwer  im  Sinne 
einer  Verstärkung  der  Ausflockung  modifizieren  kann. 

Von  besonderem,  zunächst  theoretischem  Interesse  in  dieser  Hinsicht 
Bind  wiederum  die  in  diesem  Heft  später  folgenden  Untersuchongen  Nbu- 
KiRCHs.  Nbukirch  konnte  zeigen,  daß  vorangehender  Aufenthalt 
im  Brutschrank  bei  hinreichender  Ausdehnung  im  allge- 
meinen das  Entstehen  unspezifischer  Reaktionen  auch 
gegenüber  nachfolgender  Temperaturerniedrigung  ver- 
hindert, daß  aber  die  sekundär  einwirkende  Eisschrank- 
temperatur eine  Ausflockung  primär  im  Brutschrank 
negativ  reagierender  Wassermann-positiver  Sera  be- 
wirken kann.  Man  gelangt  also  derart,  ähnlich  wie  Meiniokb,  zu 
einer  zweizeitigen  Methode. 

In  gleicher  Weise  kann,  wie  Nbukiboh  gezeigt  hat,  umgekehrt  ver- 
fahren werden,  indem  man  zunächst  die  Versuchsröhrchen  24  Stunden  in 
den  Eisschrc^nk  bringt,  uud  sie  daun  in  den  Brutschrank  überführt.  Un- 
spezifische Kälteflocken  lösen  sich  dann,  und  umgekehrt  können  Wasser- 
mann-positive Sera  primär  im  Eisschrank  negativ  reagieren  und  bei  folgender 
Einwirkung  der  Brutscbranktemperatur  Ausflockung  ergeben.  Im  letzteren 
Falle  handelt  es  sich  demnach  um  ein  ganz  ähnliches  Bild  wie  bei 
der  zweizeitigen  Ausfiockungsreaktion  von  Mbikickb,  nur  daß  hier  nicht, 
wie  bei  Mbiniokb,  der  Elektroljtgehalt,  sondern  die  Temperaturverschiebung 
den  charakteristischen  Faktor  bildet.  Für  praktische  Zwecke  würden  aller- 
dings diese  Modifikationen  die  Ablesung  des  Ergebnisses  durch  die  Ver- 
längerung der  Versuchsdauer  auf  48  Stunden  ungebührlich  verzögern^). 

Wir  haben  unser  Augenmerk  an  erster  Stelle  darauf  gerichtet, 
bei  einzeitiger  Anordnung  die  Empfindlichkeit  des  Ver- 
fahrens bei  Brutschranktemperatur  zu  steigern.  Das  ge- 
lingt einerseits   durch  eine  geeignete  stärkere  Gholesterinierung  der 

1)  Anmerkung  während  der  Korrektur:  Vergleiche  hierzu 
auch  die  Ausführungen  in  der  inzwischen  erschienenen  Arbeit  von  Qabhtobns 
(Literaturverzeichnis  Nr.  89). 
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Extrakte,  andererseits  durch  eine  langsamere  Verdünnung  der  Extrakte 
mit  physiologischer  Kochsalzlösung.  Bei  den  meisten  Extrakten  ist 
nämlich  auch  für  die  Ausflockungsreaktion  die  übliche  fraktionierte 
.Verdünnung  der  Extrakte  brauchbar  und  liefert  dabei  für  die  Be- 
dingungen im  Brutschrank  eine  größere  Empfindlichkeit  als  unsere 
bisherige  Vorschrift,  nach  der  der  Extrakt  zweizeitig  verdünnt  wird:  ' 
zuerst  rasch  mit  gleichen  Teilen  physiologischer  Kochsalzlösung  und 
sodann  nach  kuzem  Umschwenken  mit  weiteren  4  Teilen  physiologischer 
Kochsalzlösung. 

Die  Vorzüge,  die  in  dieser  zweizeitigen  Art  der  Verdünnung  ge- 
legen sind,  sind  natürlich  ohne  weiteres  einleuchtend.  Denn  die  Zwei- 
zeitigkeit  folgt  dem  Prinzip  der  fraktionierten  Verdünnung  bei  möglichst 
einfacher  Technik,  ohne  dabei  wesentlichen  individuellen  Variationen 
Raum  zu  geben.  Auch  Meinioke^  h&t  jüngst  diese  von  uns  an- 
gegebene zweizeitige  Form  der  Extraktverdünnung  für  seine  Aus- 
flockungsmethode  empfohlen  und  schreibt  zwischen  den  beiden  Stadien 
des  Verdünnungsaktes  ein  Zeitintervall  von  1-2  Stunden  vor.  Wir 
selbst  haben  für  unsere  Brutschrankmethode  bisher  durch  Verlänge- 
rung des  Zeitintervalls  auf  5—10  Minuten  bereits  eine  Verstärkung 
der  Reaktion  eintreten  sehen. 

Für  die  weitere  Erprobung  wird  es  sich  also  darum 
handeln,  die  Extrakte  für  die  Brutschrankmethode  ge- 
eignet zu  cholesterinieren  und  unter  Umständen  durch 
fraktionierte  Verdünnung  oder  durch  zweizeitige  Ver- 
dünnung mit  längerem  Zeitintervall  die  Bedingungen 
möglichst  empfindlich  zu  gestalten,  ohne  den  Rahmen 
des  charakteristischen  Gepräges  zu  durchbrechen* 
Wesentlich  ist  auch  hier  wieder  die  Extraktfrage  und  außerdem  die 
Heranziehung  einer  Mehrzahl  von  Extrakten  zur  Untersuchung.  Ferner 
scheint  nach  unseren  Erfahrungen  die  Erhöhung  der  Serummenge  (z.  B. 
1,0  ccm  der  5-fachen  Verdünnung)  in  gleichem  Sinne  zu  wirken*). 

Vorläufig  ergeben  sich  mithin  für  die  weitere  Erprobung  unserer 
Ausflockungsreaktion  zwei  Wege: 

A.  Unsere  bisherige  Anordnung:  2  Standen  Brnt- 
Schranktemperatur,  dann  Zimmertemperatur.  Dieser  Weg 
ist  jedenfalls  hinreichend  empfindlich,  kann  aber  nach  den  Angaben  der 
Autoren,  zumal  bei  Abkühlung  der  Zimmertemperatur,  unter  Umständen 
zu  gelegentlichen  unspezifischen  Reaktionen  führen. 

B.  Brutschrankmethode:  18— 20-stündiger  Aufent- 
halt nur  im  Brutschrank:  dabei  etwas  geringere  Empfindlichkeit, 

1)  £.  Mbikickb,  Deutsche  med.  Wochenschr.,  1919,  Nr.  24. 

2)  Möglicherweise  führt  auch  eine  Verkürzung  der  Inaktivienuig»- 
temperatur  zu  Bedingungen,  die  ftür  die  Brutaohrankanordnung  noch  gün- 
stiger sind. 
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aber  nach  unseren  bisherigen  Erfahrungen  keine  Gefahr  unspezifischer 
Reaktionen. 

Würde  man  die  Ausflockung  in  ParalleluntersuchuDgen  in  der  ge- 
nannten Art  (Brutschrank  +  Zimmertemperatur  und  nur  Brutschrank) 
ausführen,  so  würde  man  divergente  Ergebnisse  als  zweifelhaft  be- 
zeichnen müssen.  Der  autoritative  Wertmesser,  den  wir  in  der  Wasser- 
HANNschen  Reaktion  besitzen,  würde  dann  beim  Fehlen  klinisch-ana- 
mnestischer  Angaben  für  Syphilis  maßgebend  zu  entscheiden  haben. 

C.  Methodik. 

Die  Methodik  für  die  Serodiagnostik  der  Syphilis  mittels  Aus- 
flockung durch  cholesterinierte  Extrakte  hat  sich  seit  unserer  ersten 
Arbeit  nicht  wesentlich  geändert.  Neuere  Erfahrungen  und  gelegent- 
liche Anfragen  von  Fachgenossen  geben  uns  aber  doch  Anlaß,  sie  im 
folgenden  im  Zusammenhange  unter  Hervorhebung  einzelner  Punkte 
zu  besprechen. 

Bereitung  und  Prüftmg  der  Extrakte. 

Im  Mittelpunkt  der  Methodik  steht  natürlich  die  Benutzung  ge- 
eigneter Extrakte.  Bisher  wird  durch  die  Gholesterinierung  die  hin- 
reichende Empfindlichkeit  erzielt 

Cholesterinierte  Extrakte  werden  folgendermaßen 
hergestellt: 

Ein  Qewichtsteil  feuchter  Organsubstanz  wird  mit  6  Volumteilen 
Alkohols  extrahiert  Das  Organ  (Herzen  möglichst  frei  von  Fettsubstanz) 
wird  fein  zerschnitten  oder  durch  die  Fleischmaschine  getrieben,  sodann 
in  der  Reibschale,  eventuell  unter  Zusatz  von  etwas  Seesand,  zerrieben 
usd  nach  Versetzen  mit  Alkohol  unter  Zusatz  von  Glasperlen  4—5  Stunden 
laug  im  Schüttelapparat  geschüttelt.  Am  nächsten  Tage  wird  durch  ein 
gewöhnliches  Papierfilter  filtriert. 

Der  derart  erhaltene  Rohextrakt  bleibt  mindesteus  2  Tage  im  Eis- 
schrank stehen  und  wird  dann  von  dem  entstandenen  Niederschlag  ab- 
filtriert 

Nunmehr  wisd  der  Roheztrakt  verschiedengradig  mit  Alkohol  ver- 
dünnt und  mit  verschiedenen  Cholesterinzusätzeu  versetzt,  um  die  optimalen 
Bedingungen  bei  der  Ausfloekungsreaktion  zu  erproben.  Als  Ausgangs- 
material dient  eine  1-proz.  Cholesterinlösung. 

Versuchsbeispiel:  Man  verdünnt  etwa  den  Roheztrakt 
I.  mit  gleichen  Teilen  Alkohol 
IL    ^     2  Teilen  Alkohol 
HL    „     3       „ 
und  setzt  zu  je  10  ocm  dieser  Verdünnungen 

a)  0,3  ccm  1-proz.  Cholesterinlösung 

b)  0.45  „         „ 

c)  0,6    „         „ 

d)  0,76  „         , 
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Das  Ergebnis   äußert   sich  dann  unter  gleichzeitiger  Benutzung  eines 
Standard- Extraktes  folgeadermaßen  ^)  : 
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In  der  vorliegenden  Tabelle  wäre  also  bei  einem  Zusatz  von 
0,45  com  1-proz.  Cholesterinlösnng  zu  10  com  der  3-fach6& 
Extraktverdünnung  das  Optimum  gelegen.  Unter  Umständen  muS 
man  natürlich  Zwischenstufen  der  Verdünnung  und  Cholesterinierong  ein- 
schalten. Maßgebend  ist  es,  die  Bedingungen  so  zu  gestalten,  daß  bei 
möglichst  starker  Empfindlichkeit  das  charakteristische  Gepräge  gew&lirt 
ist.    Darüber  können  aber  nur  umfangreiche  Untersuchungen  entscheiden. 

Aus  ökonomischen  Gründen  wählen  wir  den  Verdünnungsgrad  so 
stark  als  möglich.  Meist  haben  wir  einen  Zusatz  von  0,45 — 0,6  ccm 
1-proz.  Cholesterinlösnng  zu  10  ccm  3-fach  verdünntem  Rohextrakt  als 
geeignet  gefunden. 

Nach  den  bisherigen  Erfahrungen  sind  Rinderherzen,  Menschen- 
herzen, Meerschweinchenherzen  und  auch  Lueslebern  zur  Extraktbereitang 
brauchbar*). 

Das  FaüentenBeramu 

Das  Patientenserum  soll  natürlich,  wie  auch  bei  der  Wasserhak5- 
schen  Reaktion  möglichst  frisch  verwendet  werden.  Es  soll  klar  sein; 
geringer  Hämoglobingehalt  scheint  ohne  Bedeutung.  # 

Nach  Münster  kann  eine  länger  als  3  Tage  dauernde  Auf- 
bewahrung der  Sera  die  Reaktionsfähigkeit  beeinträchtigen  oder  za 
Eigenflockung  des  Serums  führen.  Aeltere  Sera  dürften  in  der  Praxis 
kaum  in  Betracht  kommen. 

Der  Nachteil  allzu  langer  Aufbewahrung  ergibt  sich  auch  aus  den 
Angaben  Eonitzbrs,  nach  denen  2,5  Proz.  der  Sera  Eigenhemmung  anf- 
wiesen.     Nach   den    Angaben    Eonitzbirs    hat    aber    „ein   Teil  der  Sera 

1)  Bezüglich  der  Extrakt-  und  Serumkontrollen  siehe  später. 

2)  Wir  sind  auch  weiterhin  bereit^  von  uns  geprüfte  Extrakte  nach 
Möglichkeit  abzugeben. 
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längere  Zeit  im  Eisschrank,  jedoch  nicht  üher  14  Tage  gelagert'^     Der- 
artig langes  Aufbewahren  der  Sera  ist  zu  vermeiden. 

Das  Verdünnungsmedium. 

Zur  Verdflnnang  von  Extrakt  und  Patientenserum  dient  physio* 
logische  (0,85-proz.)  Kochsalzlösung  (mit  destilliertem  Wasser  bereitet). 
Sie  soll  steril  und  möglichst  frisch  sein  und  vor  Gebrauch  filtriert 
werden.  Auf  Nachteile,  die  sich  bei  Verwendung  älterer  Lösungen  er- 
geben (Eigenflockung),  hat  Münster  hingewiesen. 

Bereitung  der  Bztraktverdünntuig. 

Die  cholesterinierten  alkoholischen  Extrakte  werden  mit  5  Teilen 
physiologischer  Kochsalzlösung  verdünnt,  nach  unserer  bisherigen  Vor- 
schrift derart,  daß  zunächst  ein  Teil  Extrakt  rasch  mit  einem  Teil 
Kochsalzlösung  gemischt  wird  und  nach  kurzem  Umschwenken  weiterer 
Zusatz  von  4  Teilen  physiologischer  Kochsalzlösung  erfolgt. 

Die  ExtraktverdQnnungen  können  empfindlicher  werden,  wenn 
zwischen  die  beiden  Akte  der  Verdünnung  ein  Zeitintervall  von  5  bis 
10  Minuten  eingeschoben  wird,  oder  wenn  der  Extrakt  fraktioniert 
▼erdünnt  wird,  d.  h.  langsames  Zulaufenlassen  von  5  Teilen  physio- 
logischer Kochsalzlösung  zum  Extrakt  unter  stetem  Schütteln  (siehe 
darüber  weiter  unten).  Dabei  muß  darauf  geachtet  werden,  daß  nicht 
etwa  durch  eine  zu  langsame  Verdünnungsart  bereits  eine  Ausflockung 
der  Extraktbestandteile  stattfindet  oder  die  Extraktverdünnung  zu 
trübe  wird. 

Vorbereitung  des  Fatientensemms. 

Das  Patientenserum  wird  zur  Untersuchung  Va  Stunde  lang  im 
Wasserbade  bei  55®  inaktiviert  und  sodann  mit  9  Teilen  physiologischer 
Kochsalzlösung  (10-fach)  verdünnt^). 

Die  von  Mandelbaum  angegebene  Serum  Verdünnung  vor  dem  In- 
aktivieren besitzt  nach  den  Angaben  von  Lbsser,  Monster,  Meter  und 
Stllling  keinen  Vorteil;  nach  Lessbr  und  Monster  kann  sie  leichter  zu 
gelegentlicher  unspezifischer  Flockung  führen. 

Ansführuzig. 

Zur  Ausführung  der  Methode  stellt  man  die  Reagensglasgestelle  mit 
den  Versuchsröhrchen  zweckmäßig  so  auf,  daß  die  das  gleiche  Serum  ent- 
haltenden Röhrchen  hintereinander,  die  den  gleichen  Extrakt  enthaltenden 
Röhrchen  nebeneinander  stehen. 


1)  Nach  Münster  neigen  Sera,  wenn  sie  gleich  nach  der  Inaktivierung 
verwendet  werden,  leicht  zu  zweifelhaften,  anspezifischen  Reaktionen  (vgl. 
hierzu  auch  Meinicicb).  Es  wird  zu  erproben  sein,  ob  sich  allgemein  ein 
Mindestzeitintervail  (etwa  3—4  Standen)  zwischen  Inaktivierung  und  Aus- 
führung empfiehlt 
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Es  wird  je  1  ccm  der  10-fachen  SerumverdüDnang  mit  je  0,5  cem 
der  6-facben  ExtraktverdünnuDg  gemischt  Es  empfiehlt  sich,  mindestens 
2—3  Extrakte  zur  Untersuchung  zu  verwenden*). 

Außerdem  werden  je  0,5  ccm  der  Extraktverdfinnung  mit  1  ccm 
0,85-proz.  Kochsalzlösung  gemischt  (Extraktkontrolle). 

Ferner  werden  je  1  ccm  10-facher  Serumverdünnung  mit  0,5  ccm 
6-fach  mit  physiologischer  Kochsalzlösung  verdünnten  Alkohols  ge- 
mischt (Serumkontrolle). 

Zur  Sicherung  ist  ein  positives  und  ein  negatives  Vergleichsseram 
heranzuziehen. 

Die  derart  hergestellten  Gemische  bleiben  entweder: 

a)  2  Stunden  im  Brutschrank  und  sodann  Aber  Nacht  bei  Zimmer- 
temperatur, oder 

b)  18—20  Stunden  im  Brutschrank«). 
Versuchsanordnung  a)   ist  ^empfindlicher,   kann  aber  unter  Um- 
ständen  zu    gelegentlichen   unspezifischen  Reaktionen   ftihren.    Ver- 
suchsanordnung  b)    ist    charakteristisch    für    Syphilis, 
aber  etwas  weniger  empfindlich. 

Die  Empfindlichkeit  bei  der  Versuchsanordnung  b)  kann  gesteigert 
werden  durch  fraktionierte  Extraktverdünnung  oder  durch  Einschiebnng 
eines  Zeitintervalls  bei  der  Verdünnung  (siehe  oben). 

Beurteilung. 

Die  Ablesung  und  Beurteilung  der  Ergebnisse  erfolgt  im  Agglutino- 
skop  von  Kuhn  und  Woithe»)  18— 24  Stunden  nach  der  Ausführung. 
Die  Extraktkontrolle  muß  vollständig  klar  sein.  Sind  bei  einzelnen 
Seris  die  Serumkontrollen  ausgefiockt,  so  ist  das  Serum  ungeeignet, 
und  die  Untersuchung  muß  wiederholt  werden. 

Positive  Reaktionen  äußern  sich  durch  das  Erscheinen  deut- 
licher heller  Körnchen  auf  dunklem  Grunde.  Ihre  Stärke  läßt  sich 
durch  die  Abstufungen  ++-}-»  ++»  +  abschätzen. 

Negative  Sera  erscheinen  klar  durchscheinend,  bzw.  nur  schwach 
opalisierend. 


1)  Anmerkung  während  der  Korrektur:  Verwiesen  sei  aaf 
die  Angaben  von  Schbbr  (Literaturverzeichnis  Nr.  46),  sowie  Lipp  (Literatur- 
verzeichnis Nr.  41),  die'  für  die  Untersuchung  kleinerer  Blutmengen  mitt«l8 
Ausflockung  Mikromethoden  empfehlen. 

2)  Anmerkung  während  der  Korrektur:  Bezügh'ch  der  Mög- 
lichkeit, den  Ablauf  der  Ausflockungsreaktion  durch  Zentrifngieren  zu  be- 
schleunigen,  sei  auf  die  Arbeiten  von  Mbtbr  und  Oabhtqins  verwiesen. 

3)  Nach  den  Angaben  einer  Reihe  von  Autoren  kann  man  das  £^ 
gebnis  auch  mit  der  Lupe  ablesen  oder  bei  Verwendung  von  Blockschftlcben 
im  Mikroskop  bei  schwacher  Vergrößerung  beurteilen  (Mandblbaum,  Lipp» 
£eich,  MOksteb  u.  a.) 
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Bestehen  Zweifel  an  der  Homogenität  des  Gemisches,  so  ist  das 
Ergebnis  als  zweifelhaft  (-f-)  zu  bezeichnen,  und  die  Untersuchung 
muß  wiederholt  werden. 

Stark  positive  Beaktionen  sind  meist  schon  nach  2 — 3-8tündigem 
Aufenthalt  im  Brutschrank  ablesbar  und  in  der  B«gel  auch  bei  makro- 
skopischer Besichtigung  zu  beurteilen^). 

Für  die  Untersuchung  von  Lumbaiflüssigkeiten  gelten 
die  gleichen  Vorschriften;  die  Lumbaiflüssigkeit  muß  aber  in  unver- 
dünntem Zustande  in  den  Mengen  von  1,0—0,5  ccm  verwendet  werden. 

Bisherige  Literatur  über  die  Serodiagnostik  der  Syphilis  mittels 
Ausflockung  durch  cholesterinierte  Bztrakte. 

1)  Blumenthal.  F.,  Ueber  die  SachB-Oeorgische  Reaktion.  BerL  DermatoL  GeseU- 
Bchaft,  11.  Febr.  1919;  Dermatol.  Wochenschr.,  1919,  Nr.  12. 

2)  —  DiBkusfiionsbemerkuDgeo.  Berl.  med.  GeeellBchaft,  19.  Febr.  1919;  BerL  kün. 
Wochenschr.,  1919,  Nr.  12. 

3)  FBiUKEL,  £.,  Demonstration  der  Sachs  -  Georgischen  Beaktion  bei  Syphilis. 
Deutsche  med.  Wochenschr.,  1919,  Nr.  11,  B.  311. 

4)  Georgi,  W.,  Die  Bedeutung  der  Elxtraktbeschaffenheit  für  die  Ausflockung  des 
syphilitischen  Blutserums.    Zeitschr.  f.  Immunitfitsforsch.,  Bd.  27,  1918,  S.  518. 

5)  —  Studien  über  Serumausflockung  bei  Syphilis.  Biochem.  Zeitschr.,  Bd.  93, 
1919,  8.  16. 

6)  —  Ueber  Serodiagnostik  der  Syphilis  mittels  Ausflockung  (insbesondere  über  die 
Methode  nach  Sachs  und  Georgi).    DermatoL  Wochenschr.,  Bd.  68,  1919,  S.  193. 

7)  GUGQ£NHEIM£B,  H.,  Diskusslonsbemerkungen.  Berl.  med.  Gesellschaft,  19.  Febr. 
1919;  Berl.  klin.  Wochenschr.,  1919,  Nr.  12. 

8)  Kafka,  V.,  Ueber  die  neuen  Lue^reaktionen  nach  Meinicke,  sowie  nach  Sachs. 
Aerztlicher  Verein  Hamburg,  26.  Nov.  1918;  BerL  klin.  Wochenschr.,  1919,  Nr.  1. 

9)  KoNFTZEa,  P.,  Die  Bedeutung  der  Ausflockun^methode  nach  Meinicke  und 
Sachs -Georgi  für  die  Serodiagnostik  der  Syphilis.  Med.  Klinik,  1919,  Nr.  14. 
(Vgl.  auch  £.  Friedbeboeb  und  P.  Kokitzeb,  ebenda,  1919,  Nr.  5.) 

10)  Lesseb,  f.,  Fortschritte  in  der  Serodiagnostik  der  Syphilis  (Meinickesche  und 
Sachs-Georgische  Ausfällungsreaktion).    Berl.  klin.  Wochenschr.,  1919,  Nr.  10. 

11)  —Diskusslonsbemerkungen.  BerL  DermatoL  Gesellschaft,  11.  Febr.  1919;  DermatoL 
Wochenschr.,  1919,  Nr.  12. 

12)  Lipp,  H.,  Zur  Serodiagnostik  der  Syphilis  mittels  Ausflockung  durch  cholesterinierte 
Extrakte  nach  Prof.  H   Sachs  und  Dr.  W.  Geor«.    Med.  Klinik,  1918,  Nr.  50. 

13)  LÖNB,  M.,  Die  Beaktion  nach  Wassermann  und  Sachs-Georgi.  Deutsche  med. 
Wochenschr.,  1919,  Nr.  21. 

14)  Mandelbaum,  M.,  Zur  Syphilisdiagnostik  mit  Hilfe  der  Fällungsreaktion  nach 
Sachs-Georgi.    Münch.  med.  Wochenschr.,  1918,  Nr.  43. 

15)  Meinicke,  £.,  Zur  Methodik  der  serologischen  Luesdiagnostik.  Münch.  med. 
Wocheoschr.,  1918,  Nr.  49. 

16)  —  Zur  Theorie  und  Methodik  der  serologischen  Luesdiagnoee.  Deutsche  med. 
Wochenschr.,  1919,  Nr.  7. 

17)  —  Die  Lipoidbindungsreaktion.  II.  Mitteilung.  Zeitschr.  f.  Immunitatsforsch., 
Bd.  28,  1919,  S.  280. 

18)  Meyer,  K.,  Zur  Serodiagnostik  der  Syphilis  mittels  der  Sachs -Georgischen 
Flockungsmethode.    Med.  Klinik,  1919,  Nr.  11. 

19)  -~  Diskussionsbemerkungen.  BerL  med.  Gesellschaft,  26.  Febr.  1919;  BerL  klin. 
Wochenschr.,  1919,  Nr.  14. 

1)  Anmerkung  während  der  Korrektur:  Auf  Grund  neuerer 
Erfahrungen  (Stillino,  Lsssbr,  Oashtobms,  Nbükirch)  ist  Vorsicht  bei 
der  frühzeitigen  Beurteilung  geboten.  £s  können  nämlich  anter  Umständen 
bei  knrzfristigem  Aufenthalt  im  Brutschrank  nnspezifische  Reaktionen  auf- 
treten, die  beim  weiteren  Verweilen  der  Versuchsröhrchen  über  Nacht  im 
Brutschrank  verschwinden. 
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Ueber  die  Bedeutung  der  Serum- 
konzentration beim   Inaktivieren  für 
den  serologischen  Luesnachweis 


Von 
Dr.  B.  Stilling 


Aus  der  experimentell  -  biologischen  Abteilang  (Prof.  H.  Sachs)  des- 

Instituts   fQr   experimentelle  Therapie   in  Frankfurt  a.  M.  (Direktor: 

Geheimer  Medizinalrat  Prof.  Dr.  W.  Kolle). 


Die  von  Sachs  und  Georqi^)  für  den  serologischen  Luesnach- 
weis angegebene  Ausflockungsreaktion,  bei  der  0,1  ccm  inaktivierten 
Patientenserums  mit  0,5  ccm  6-fach  verdünnten  alkoholischen  cholesteri- 
nierten  Organextrakts  im  Gesamtvolumen  von  1,5  ccm  in  physiologi- 
scher Kochsalzlösung  gemischt  werden,  hat  Mandelbaum  durch  die> 
von  ihm  zuerst  für  die  Ausführung  der  WASSERMANNschen  Reaktion 
vorgeschlagene  Modifikation  der  Seruminaktivieruug  zu  verbessern  ge- 
sucht. Nach  Mandelbaum  ^)  erhält  man  nämlich  durch  Inaktivieren 
des  zuvor  mit  physiologischer  Kochsalzlösung  verdünnten  Serums  bei 
der  WASSERMANNschen  Reaktion  insofern  günstigere  Bedingungen,  als 
dabei  die  Empfindlichkeit  gesteigert,  zugleich  aber  die  Möglichkeit  von 
Eigenhemraungen,  durch  das  Serum  bedingt,  vermindert  wird.  Diese 
Maßnahme  hat  Mandelbaum  ^)  auch  auf  die  SACHS-GEOROische  Aus- 
flockungsreaktion angewandt.  Er  hat  Paralleluntersuchungen  aus- 
geführt, einerseits  nach  der  Vorschrift  von  Sachs  und  GEORai,  die 
das  Patientenseram,  wie  üblich,  vor  dem  Verdünnen  inaktiviert  haben, 
andererseits  mit  vorheriger  Verdünnung  des  Patientenserums  in  physio- 
logischer Kochsalzlösung  und  nachfolgender  Inaktivierung  der  derart 
^erhaltenen  Serumverdünnungen.  Nach  Mandelbaum  besteht  der  Vor- 
zug dieser  von  ihm  geübten  Versuchsanordnung  bei  der  Ausflockungs- 
reaktion darin,  „daß  das  Resultat  fast  immer  mit  bloßem  Auge  abge- 
lesen werden  kann,  und  die  positiven  Ausschläge  häufiger  sind,  ohne 
an  Spezifität  einzubüßen^. 

AllerdiDgs  dürfte  sich  diese  Schlußfolgerung  aus  der  von  Mandblbaum 
gegebenen  tabellarischen  Uebersioht  nicht  ohne  weiteres  ergeben.  Denn 
anter  seinem  kleinen  Material  befindet  sich  eine  Serumprobe  mit  der 
Diagnose  „Oonorrhöe^^,  die  sowohl  bei  der  WASSBUMANNSchen  Reaktion, 
als  auch  bei  der  Ausflockung  nach  Sachs  und  Osoroi  negativ  reagierte, 
bei  der  MANDBLBAUMschen  Modifikation  der  Seruminaktivierung  aber  positiv 
ausfiel.     Da  nähere  Angaben  fehlen,   muß  es  dahingestellt  bleiben,   ob  es 


1)  H.  Sachs  und  W.  Gboroi,  Med.  Klinik,  1918,  Nr.  33. 

2)  M.  Mandblbaum,  Münch.  med.  Wochenschr.,  1918,  Nr.  11. 

3)  Derselbe,  ebenda,  1918,  Nr.  43. 
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sich  hierbei  um  den  Ausdruck  einer  nnspezifischen  Reaktion  nach  Mahbhl- 
BAUM  oder  um  eine  gleichzeitige  Laesinfektion  handelte. 

Auffällig  ist  die  yerbältnismäßig  geringe  Zahl  (64  Proz.)  von 
übereinstimmenden  Ergebnissen,  die  Mandelbauh  mit  der  Wasber- 
MANNSchen  Reaktion  und  der  Ausflockung  nach  Sachs- Georoi  bei 
Wassermann-positiven  Sera  erzielt  hat  Allerdings  darf  nicht  fiber- 
sehen werden,  dafi  das  von  Mandelbauh  mitgeteilte  Material  so  klein 
ist,  daß  es  kaum  zu  einer  statistischen  Verwertung  berechtigen  dfirfte 
{vgl.  auch  Mandelbaum). 

In  der  Arbeit  von  Mandelbauh  sind  n&mlich  lediglich  1 1  Wassermann- 
positive  Sera  angeführt,  von  denen  7  auch  bei  der  Ausflockung  positiv 
reagierten.  Wenn  auch  andererseits  bei  der  Ausflockung  3  weitere  Wasser- 
mann-negative syphilitische  Sera  positive  Reaktionen  aufwiesen  und  somit 
die  Gesamtzahl  der  bei  der  Ausflockung  positiven  Sera  nur  geringgradig 
hinter  der  Oesamtzahl  der  Wassermann-positiven  Sera  zurückbleibt,  so  ist 
doch  das  von  Mandelbauh  beigebrachte  Material  in  bezug  auf  verallge- 
meinernde Schlußfolgerungen  mit  Vorsicht  zu  bewerten. 

Jedenfalls  müBte  die  von  Mandelbaum  eingeführte  Modifikation 
der  Seruminaktivierung  als  eine  Verbesserung  zu  begrüßen  sein,  wenn 
sie  in  der  Tat  zu  einer  größeren  Empfindlichkeit  der  Ausflockungs- 
methode führte,  ohne  dabei  die  Grenze  des  für  Lues  charakteristischen 
Oepräges  zu  überschreiten.  Allerdings  haben  Lesser^  und  Münster^ 
berichtet,  daß  die  MANDELBAUMSche  Inaktivierungsart  zu  einer  größeren 
Zahl  von  unspezifischen  Reaktionen  führt  Nach  Meter  ^)  bewirkt  sie 
nur  gelegentlich  einen  stärkeren  Ausfall  der  Reaktion^). 

Ich  habe  nun  das  der  serodiagnostischen  Untersuchungsstelle  des 
Institus  zur  Verfügung  stehende  Material  dazu  benutzt,  um  ver- 
gleichende Untersuchungen  über  die  Ergebnisse  der  Ausflocknngs- 
reaktion  mit  zuvor  inaktiviertem  nnd  dann  verdünntem  und  umgekehrt 
mit  zuvor  verdünntem  und  dann  Ibaktiviertem  Serum  anzustellen.       , 

Methodisch  bin  ich  dabei  in  der  Mehrzahl  der  Versuche  von  den 
Angaben  Mandblbaums  geringgradig  abgewichen.  ]^oh  Makdblbaum 
werden  3  Tropfen  des  inaktivierten  Serums  mit  1  com  Kochsalzlösung 
versetzt  und  inaktiviert  In  meinen  Versuchen  wurde  das  Serum  5-fach 
vor  dem  Inaktiviereo  verdünnt,  wie  es  Mandblbaum  für  entsprechende 
vergleichende  Untersuchuogen  mit  WAssBRHANNscher  Reaktion  angibt.  Es 
geschah  das  aus  dem  Grunde,  weil  ich  vielfach  die  Serumproben  zugleich 
auch  zur  Ausführung  der  WASSBRMANNschen  Reaktion  benutzte.  Das  5-fach 
verdünnte  und  sodann  inaktivierte  Serum  wurde  mit  gleichen  Teilen  physio- 
logischer Kochsalzlösung  verdünnt. 

1)  F.  Lbssbb,  Berl.  klin.  Wochenschr.,  1919,  Nr.  10. 

2)  M.  MONSTBR,  Münch.  med.  Wochenschr.,  1919,  Nr.  19. 
8)  K.  Mbter,  Med.  Klinik,  1919,  Nr.  11. 

4)  Anmerkung  während  der  Korrektur:  FrInkbl  (Deutsche 
med.  Wochenschr.,  1919,  Nr.  37)  sah  bei  der  Inaktivierungsart  nach 
Mabdblbauk  keine  Unterschiede  gegenüber  dem  üblichen  Vorgang. 
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Sodann  wurde   1  ocm  dieser  Verdünnung  mit  je  0,5  ccm  6-facb  mit 
plijsiologischer  Kochsalzlösung  verdünnten   cholesterinierten   Rinderherz- 
^:xtrakte8   gemischt.     Die  Eztraktverdünung  erfolgte  nach  der  Vorschrift 
-^v^on  Sachs   und  Gboroi   derart,   daß   zunächst  gleiche  Teile  alkoholischen 
ISztraktes  mit   gleichen  Teilen  physiologischer  Kochsalzlösung  rasch  ge- 
znischt  wurden,  worauf  nach  kurzem  Umschwenken  weitere  4  Teile  physio- 
logischer  Kochsalzlösung    rasch    zugefügt    wurden.     Zugleich   wurde   in 
X^arallelversuchen  1  com  10-fach  verdünnten,  zuvor  inaktivierten  Patienten- 
serums  mit  je  0,5  cem  dei\£xtraktverdünnung  gemischt.    Die  Gemische 
"blieben,  wenn  nichts  anderes  angegeben  ist,  2  Stunden  im  Brutschrank  und 
sodann  über  Nacht  bei  Zimmertemperatur. 

Das  Ergebnis  wurde  mittels   des  Agglutinoskops  abgelesen  und  mit 
+++,  ++»  +  =  positiv, 

(-}-)  =  zweifelhaft 
—  =  negativ 
bezeichnet. 

In  meinen  Untersuchungen  hielt  ich  mich  zunächst  insofern  an  die 
üblichen  Vorschriften  und  an  die  Angaben  Mandelbaühs,  als  ich  die 
Inaktivierung  des  Patientenserums  bzw.  der  Serumverdfinuungen  bei 
55—56^  vornahm.  Insgesamt  wurden  derart  165  Sera  untersucht,  von 
denen  bei  der  WASSERMANNSchen  Reaktion  45  positiv  reagiert  hatten. 
Auch  bei  der  Ausflockung  nach  Sachs  und  Georqi  reagierten  45 
dieser  Sera  positiv,  darunter  allerdings  3,  die  bei  der  Wassermann- 
schen  Reaktion  negativ  waren,  jedoch  von  Syphilitikern  herrührten, 
während  3  Wassermann-positive  Sera  bei  der  Ausflockung  negativ 
reagierten.  Beim  Vergleich  der  Ausflockung  mit  vorher  inaktiviertem 
und  dann  verdünntem  Serum  (Original)  mit  der  von  Mandelbaum 
geübten  Verdünnung  vor  dem  Inaktivieren  (Mandelbauh)  ergaben  sich 
nur  5  quantitative  Unterschiede,  die  aus  folgender  Tabelle  1  ersicht- 
lich sind. 

Tabelle  1. 


WASSERMAKNSChe 

AuBfiockuog 

Reaktion 

Original 

Mansblbacm 

positiv 

>» 

9t 

+++ 

+ 
+ 

++ 
++ 

++ 

(+) 

+++ 

+++ 

+++ 

3  Sera  haben  also  nach  Mandelbaüm  stärker  reagiert,  ohne  aber 
nach  der  Originalmethode  eine  positive  Ausflockung  vermissen  zu 
lassen.  2  Sera  verhielten  sich  umgekehrt.  Es  ergaben  sich 
daher  in  meinen  Versuchen  keine  Anhaltspunkte  dafQr, 
daß  mit  der  Inaktivierungsart  nach  Mandelbaum  eine 
wesentliche  Verfeinerung  der  Methode  erreicht  wird^). 

1)  Auch  bei  kurzfristiger  Beobachtung,  allerdings  erst  nach  2  Stunden, 
habe   ich   im   allgemeinen   keine   st&rkere  Ausflockung  in  der  Anordnung 

Arb.  a.  d.  Inst.  f.  exp.  Ther.  u.  d.  Georg  Speyer-Hause  xa  Frankfurt  a.  M.  X.  3 
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Worauf  die  Unterschiede  zwischen  meinen  Ergebnissen  und  den- 
jenigen Mandelbaums  zurückzuführen  sind,  möchte  ich  zunächst  dahin- 
gestellt sein  lassen.  Man  wird  an  Differenzen  in  der  Beschaffenheit 
bzw.  Alter  und  Gewinnungsart  der  Serumproben  denken  können,  zumal, 
wenigstens  nach  den  für  die  Ausführung  der  WASSERHANNschen  Re- 
aktion geltenden  Angaben  Mandelbaums,  die  Sera  kurz  nach  der  Ge- 
winnung, höchstens  aber  nach  24-stündigem  Aufenthalt  des  Patienten- 
blutes im  Eisschrank  verarbeitet  werden  sollen.  Das  ist  bei  dem 
Material  der  hiesigen  Untersuchungsstelle  keineswegs  immer  möglich. 
Trotzdem  dürfte  aber  auch  eine  Prüfung  ohne  Rücksicht  hierauf  in- 
sofern wertvoll  sein,  als  sie  zeigen  muß,  ob  die  von  Mandelbaum  an- 
gegebene Inaktivierungsart  in  Zentraluntersuchungsstellen  Vorteile  auf- 
weist. Auszuschließen  ist  dabei  nicht,  daß  der  Verdünnungsgrad  vor 
der  Inaktivierung  von  einer  gewissen  Bedeutung  ist  Wie  schon  er- 
wähnt wurde,  hat  ja  Mandelbaum  3  Tropfen  Serum  mit  1  cm  physio- 
logischer Kochsalzlösung  vermischt,  während  ich  die  5-fache  Serum- 
verdünnung inaktiviert  habe.  Ein  Vergleich  ist,  da  sich  aus  der 
Zahlenangabe  nach  Tropfen  keine  strengen  volumetrischen  Maße  ab- 
leiten lassen,  nicht  ohne  weiteres  möglich.  Im  Laufe  meiner  Unter- 
suchungen kam  es  aber  auch  weniger  darauf  an,  die  Richtigkeit  der 
Angaben  Mandelbaums  für  die  Praxis  der  Ausflockungsreaktion  ent- 
scheidend zu  prüfen,  da  sich  nach  den  Erfahrungen  des  hiesigen  In- 
stituts die  Methode  als  hinreichend  empfindlich  erwiesen  hatte  und  die 
mitgeteilten  orientierenden  Versuche  nicht  für  eine  Ueberlegenheit  der 
Anordnung  Mandelbaums  zu  sprechen  schienen.  Ueberdies  haben 
orientierende  Versuche  mit  10-facher  Serumverdünnung  zu  keiner 
wesentlichen  Abweichung  der  Ergebnisse  geführt. 

Indessen  war  doch  von  vornherein  nicht  anzunehmen,  daß  die 
Befunde  Mandelbaums  zufälliger  Art  sein  sollten,  zumal  ja,  wie  schon 
erwähnt,  Lesser  und  Mi^nster  eine  größere  Zahl  positiver,  allerdings 
unspezifischer  Reaktionen  nach  Mandelbaum  erzielt  haben.  Es  schien 
daher  von  Interesse,  die  sich  aus  Mandelbaums  Beobachtungen  er- 
gebende prinzipielle  Frage  zu  prüfen,  ob  in  bezug  auf  AusfiockuDg 
durch  cholesterinierte  Rinderherzextrakte  die  durch  das  Inaktivieren 
erfolgende  Stabilisierung  der  Serumeiweißsteffe  eine  größere  ist, 
wenn  das  Serum  in  unverdünntem  Zustand  der  Inaktivierungstempe- 
ratur  ausgesetzt  wird.  Der  Umstand,  daß  sich  in  den  ersten,  oben 
angeführten  Versuchen  zunächst  mindestens  keine  wesentlichen  Unter- 
schiede ergaben,  führte  von  diesem  Gesichtspunkt  aus  ^u  dem  Be- 
streben,   die   Stärke    des    stabilisierenden   Einflusses  zn 


Makdblbaums  gesehen,  w&hrend  Mandblbaum  angibt,  daß  schon  nach 
15 — 30  Minuten  die  auftretenden  Trübungen  bei  dem  von  ihm  geübten 
Vorgang  besser  erkannt  werden  können. 
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steigern.  Wenn  auch  bei  der  üblichen  Inaktivierungstemperatur 
von  55  —  56®  ein  Unterschied  nicht  zutage  trat,  so  war  es  doch 
denkbar,  daß  bei  einer  Steigerung  der  Inaktivierungstempe- 
ratur,.  die  ja  zugleich  eine  Verstärkung  des  stabilisierenden  Ein- 
flusses bedeutet,  Differenzen  im  Sinne  von  Mandelbaum  manifest 
wurden. 

Die  Versuche,  die  ich  daher  mit  Inaktivierung  der  Patientensera 
bei  höheren  Temperaturen  (58  ^  60  ^  62^  63<>)  anstellte,  haben  diesen 
Erwartungen  entsprochen.  Wie  bereits  GEORai  ^)  mitgeteilt  hat,  nimmt 
die  Empfindlichkeit  der  Ausflockungsreaktion  ebenso  wie  diejenige  der 
WASSERMANNschen  Reaktion  bei  Steigerung  der  Inaktivierungstempe- 
ratur  ab.  Dagegen  haben  meine  Versuche  ergeben,  daß  bei  zwar 
verminderter  Empfindlichkeit  unter  diesen  Verhält- 
nissen die  von  Mandelbaum  angegebene  Inaktivie- 
rungsart  insofern  Vorzüge  besitzt,  als  sie  die  Abnahme 
der  Empfindlichkeit  in  quantitativ  wesentlich  ge- 
ringerem Grade  in  Erscheinung  treten  läßt  Und  zwar 
äußert  sich  der  eben  charakterisierte  Einfluß  der  Inaktivierung  nach 
Mandelbaum  um  so  deutlicher,  je  höher  die  Inaktivierungstempe- 
ratur  liegt. 

Es  ergibt  sich  dies  aus  der  folgenden  Uebersicht  (siehe  Tabelle  2). 


Tabelle  2. 

Inaktivie- 

nmK8- 

tempera- 

tur 

Anzahl 
der  mittda 
AuBilockang  ge- 
prüften Wa.- 
poBitiven 
Sera 

£s  reagierten  nach  der  Originalanordnnng  (0) 
und  nach  Makdelbaüm  (M): 

aberein. 

stimmend 

negttiv 

überein- 
stimmend 
positiv 

Nur 
M 

+ 

M>0 

+ 

Nur 
0 

+ 

0>M 

+ 

55» 
58* 
60* 
62« 
63« 

45 

41 

83 

158 

6 

3 

8 

23 

61 

2 

37 
22 
24 
16 
0 

0 
3 
5 

40 
2 

3 
6 

26 

40 

2 

0 
0 
2 

1 
0 

2 
2 
3 
0 
Ü 

Aus  der  vorstehenden  Uebersicht  ergibt  sich,  daß,  wie  ja  von 
vornherein  zu  erwarten  ist,  mit  steigender  Inaktivierungs- 
temperatur  die  Empfindlichkeit  der  Ausflockungsreak- 
tion abnimmt.  Während  von  den  untersuchten  Wassermann-positiven 
Seris  bei  einer  Inaktivierungstemperatur  von  55^  von  45  nur  3  bei 
der  Ausflockung  negativ  reagieren,  d.  h.  6,7  Proz.,  steigt  die  Anzahl 
der  negativen  Ausflockungsreaktionen  bei  einer  Inaktivierungstemperatur 
von  58^  bereits  auf  19,5  Proz.,  bei  einer  Inaktivierungstemperatur  von 
60®  auf  27,7  Proz.,  um  bei  einer  Inaktivierungstemperatur  von  62®  das 


1)  W.  Gboroi,  Biochem.  Zeitschr.,  Bd.  93,  1919,  8.  16. 
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Maximum  von  38,&  Proz.  za  erreichen.  Die  Zahl  der  nach  Inaktivierung 
auf  63  ^  untersuchten  Sera  ist  zu  geringfQgig,  um  zahlenmäBig  verwertet 
werden  zu  können.  Ein  Vergleich  der  nach  der  Originalanordnung  und 
nach  Makdelbauh  ausgeführten  Aasflockungsreaktionen  zeigt  aber  zu- 
gleich, daß  die  Empfindlichkeit  mit  steigender  Inakti- 
vierungstemperatur  bei  der  MANDELBAUHschen  Anord~ 
nung  erheblich  größer  bleibt  als  bei  der  Original- 
methode. Während  nämlich  bei  einer  Inaktiviernngstemperatur  von 
55^  die  Zahl  der  nach  Mandelbaüm  positiven  Ausflockungsreaktionen 
nicht  größer  ist  als  nach  der  Originalmethode,  nimmt  das  relative  Ver- 
hältnis mit  der  Temperatursteigerung  beim  Inaktivieren  deutlich  zu. 
So  ergeben  bei  einer  Inaktiviernngstemperatur  von  62^  nach  Mandel- 
baüm 60,7  Proz.  der  Wassermann-positiven  Sera  positive  Ausflockung, 
während  bei  der  Originalanordnung  der  Inaktivierung  nur  36,1  Proz. 
positiv  reagieren^): 

Wie  sich  ans  der  Uebersicht  ergibt,  besteht  die  Oesetzmäfiigkeit  in 
meinen  Versuchen  trotzdem  nicht  dnrchg&ngig.  Es  kamen  immerhin  — 
wenn  auch  nnr  selten  —  auch  Serumproben  vor,  die  nur  oder  in  stärkerem 
Mafie  bei  der  Originalanordnung,  d.  h.  bei  der  Inaktivierung  vor  der  Ver- 
dünnung bei  der  Ausflockung  positiv  reagierten.  Wenn  dieses  Verhalten 
auch  nur  eine  verschwindende  Minderheit  betrifft,  so  wird  man  doch  die 
Möglichkeit  berücksichtigen  müssen,  dafi  in  bezug  auf  die  Beeinflufibarkeit 
durch  das  Erhitzen  im  konzentrierten  und  im  verdünnten  Zustand  gewisse 
individuelle  Variationen  der  kolloidalen  Serumbescfaaffenheit  eine  Bolle 
spielen  können,  die  zu  Ausnahmen  von  der  im  Sinne  Mahdblbaums  be- 
stehenden Begel  führen. 

Man  darf  natürlich  ans  dem  Ergebnis  meiner  Versuche  keine 
Schlußfolgerung  zugunsten  der  MANDELBAUMschen  Anordnung  in  bezug 
auf  die  praktische  Ausführung  der  Aüsfloclüingsreaktion  ziehen.  Denn 
die  Empfindlichkeit  ist  eben  auch  bei  der  von  Mandel- 
baum angegebenen  Inaktivierungsart  am  stärksten  bei 
der  üblichen  Inaktiviernngstemperatur  von  55^  Ich  glaube 
daher  auf  die  Frage,  ob  bei  höherer  Temperatur  das  für  Syphilis 
charakteristische  Gepräge  gewahrt  bleibt,  keinen  besonderen  Wert 
legen  zu  müssen,  möchte  aber  jedenfalls  nicht  unerwähnt  lassen, 
daß  auch  von  den  gleichzeitig  untersuchten  Wassermann  -  negativen 
Seris  die  überwiegende  Mehrzahl  der  Fälle  auch  bei  höherer  In- 
aktiviernngstemperatur übereinstimmend  nach  der  Originalanordnung 
und  nach  Mandelbaum  negativ  reagierte,  wie  dies  folgende  Ueber- 
sicht zeigt  (s.  Tabelle  3) : 


1)  Bei  den  durch  Erhitzen  auf  62  ^  inaktivierten  Serumproben  zeigten 
die  nach  dem  Verdünnen  erhitzten  Sera  in  einer  größeren  Zahl  auch  bei 
kurzfristiger  Beobachtung  bereits  das  Eintreten  der  Ausflockung. 
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Tabelle  3. 


Inakti- 

Anzahl  der 
mittels  Aus- 
flockanff  ge- 
prüften Wa.- 
negativen  Sera 

Es  reagierten  nach  der  Originalanord- 
nimg(O)  und  nach  Mandelbaxtm  (M): 

yiemngs- 
temperatur 

überein- 
stimmend 
negativ 

überein- 
stimmend 
positiv 

nur  M  + 

55» 
58» 

eo» 

63« 

120 
113 
208 
393 
19 

117 
113 
206 
388 
19 

3 
0 
0 
2 
0 

0 
0 
2 
3 
0 

Es  ergibt  sich  also,  daß  unter  den  Wassermann-negativen  Serie 
immerhin  einige  sind,  die  bei  d6r  Ausflocknng  nur  in  der  Mandelbaum- 
schen  Anordnung  positiv  reagierten.  Ob  daraus  auf  ein  uncharakteristi- 
sches Verhalten  zu  schließen  ist,  möchte  ich  jedoch  da'hingestellt  sein 
lassen.  Es  handelte  sich  um  Sera,  bei  denen  zum  Teil  (3)  positive 
Angaben  über  eine  Luesanamnese  vorlagen,  zum  Teil  (2)  klinische  An- 
gaben überhaupt  fehlten. 

Das  Interesse,  das  diese  Untersuchungen  bean- 
spruchen dürften,  bezieht  sich  aber  nicht  auf  die  prak- 
tische Verwertung,  sondern  auf  die  theoretische  Auf- 
fassung. Wenn  sich  auch  in  meinen  Untersuchungen  bei  der  üblichen 
Inaktivierungstemperatur  von  55®  nicht  die  von  Mandelbaum  hervor- 
gehobenen Unterschiede  ergeben  haben,  so  dürften  die  mitgeteilten 
Ergebnisse  doch  die  Richtigkeit  des  den  Angaben  Mandblbaums  ent- 
sprechenden Prinzipes  bestätigen,  daß  nämlich  bei  einer  Inaktivierung 
nach  dem  Verdünnen  des  Serums  die  Labilität  des  Serums  in 
bezug  auf  Ausflockbarkeit  durch  cholesterinierte  Ex- 
trakte in  einer  weit  größeren  Anzahl  von  Fällen  besser 
gewahrt  bleibt,  als  beim  Inaktivieren  des  konzentrierten 
Serums  und  nachfolgendem  Verdünnen.  Es  dürfte  das  dem 
Umstände  entsprechen,  daß  die  Veränderungen,  die  die  kolloidale  Natur 
der  Serumeiweißkörper  beim  Erhitzen  im  konzentrierten  Zustande  er- 
leidet, augenscheinlich  stärkere  sind,  als  beim  Erhitzen  der  verdünnten 
Serumlösung,  wie  das  schon  die  im  ersteren  Falle  auftretende  mehr 
oder  weniger  stärker  milchige  Opaleszenz,  wohl  als  Zeichen  früher 
beginnender  Vorstufen  der  Koagulation,  der  erhitzten  Serumlösung 
zeigt.  Man  wird  also  schließen  können,  daß  zwar  das  Inaktivieren 
der  Sera  nach  dem  Verdünnen  die  Ausflockbarkeit  der 
Serumglobuline  prinzipiell  besser  erhält,  als  das  In- 
aktivieren vor  dem  Verdünnen,  daß  aber  bei  der  üblichen 
Inaktivierungstemperatur  von  55  —  56*  —  wenigstens  in 
meinen  Versuchen  —  keine  praktisch  in  die  Wagschale  fal- 
lenden Unterschiede  sich  ergeben  haben. 
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Auch  bei  der  Prüfung  der  Sera  mittels  Wassermakn- 
scher  Reaktion  konnte  ich  die  von  Mandelbaüh  angegebeoen 
Vorteile  der  Seruminaktivierung  nach  vorhergegangener  5-facher  Ver- 
dünnung größtenteils  nicht  beobachten.  Nach  Mandelbaüm  soll  sich 
diese  Abänderung  der  Inaktivierungsart  bei  der  WASSERMANKscheo 
Reaktion  darin  dokumentieren,  daß  neben  der  Steigerung  der  Empfind- 
lichkeit das  Auftreten  von  eigenhemmenden  Serumfunktionen  unter- 
drückt wird. 

Während  bisher  Selter^)  die  Angaben  Mandelbauhs  über  die 
größere  Empfindlichkeit  seiner  Modifikation  bestätigen  konnte,  haben 
Hatziwassiliu  ^)  und  Mahlo')  sich  davon  nicht  überzeugen  können. 
Nach  Hatziwassiliu  fehlt  zwar  bei  der  MANDELBAUMschen  Modifikation 
öfters  die  Eigenhemmung,  als  bei  der  Originalmethode;  es  kommt 
aber  auch  da^  umgekehrte  Verhalten  vor.  Nach  Mahlo  wechseln 
die  Differenzen  —  wenn  sie  überhaupt  vorhanden  sind  —  sowohl  in 
bezug  auf  Eigenhemmuqg  als  auch  in  bezug  auf  Empfindlichkeit  zu- 
gunsten der  Originalmethode  oder  zugunsten  der  MANDELBAüMschen 
Modifikation  *). 

Meine  Erfahrungen  stimmen  insofern  mit  denjenigen  Mandelbaums 
überein,  als  die  Eigenhenimungen  in  der  Tat  meistens  bei  dem  üblichen 
Inaktivieren  des  Serums  vor  der  Verdünnung  stärker  waren,  als  bei 
der  Serumverdünnung  vor  dem  Inaktivieren  nach  Mandelbaum.  Dafl 
es  sich  dabei  jedenfalls  um  eine  prinzipielle  Verschiedenheit  handeln 
dürfte,  ergibt  sich  besonders  aus  Versuchen,  in  denen  aufsteigende 
Mengen  des  inaktivierten  Patientenserums  nicht  nur  gegenüber  der 
üblichen  Komplementmenge  (10-fache  Verdünnung),  sondern  auch  gegen- 
über der  halben  Komplementmenge  (20-fache  Verdünnung)  auf  anti- 
komplementäre Wirkung  geprüft  wurden. 

1)  H.  Sbltbb,  Mtinch.  med.  Wochenschr.,  1918,  Nr.  29. 

2)  G.  P.  Hatziwassiliu,  Münch.  med.  Wochenschr.,  1918,  Nr.  29. 

3)  A.  Mahlo,  Deutsche  med.  Wochenschr.,  1918,  Nr.  49. 

4)  Anmerkung  während  der  Korrektur:  Während  der  Dniek- 
legung  dieser  Arbeit  erschien  eine  Mitteilung  von  Hukdbshagsn  (Münch. 
med.  Wochenschr.,  1919,  Nr.  29),  die  gleichfalls  die  Prüfung  der  von 
Mandelbaum  vorgeschlagenen  Modifikation  der  Inaktivierung  bei  der  Wasskr- 
MANNSchen  Reaktion  betrifft. 

HuNDBSHAGBN  konnte  die  Angaben  Mandelbauhs  insofern  bestätigen, 
als  er  durch  die  modifizierte  Inaktivierung  eine  gewisse  VerschiebuDg  der 
Befunde  nach  der  positiven  Seite  hin  beobachtete,  die  allerdings  nur  in 
wenigen  Fällen  von  bemerkenswertem  Orade  war.  In  besug  auf  die  Eigeo- 
hemmung  ließ  sich  nach  Hundsshaoen  eine  Einwirkung  des  Mandelbaüv- 
sehen  Verfahrens  in  der  erwünschten  Richtung  kaum  je  erkennen.  Hdndis- 
HAGBN  empfiehlt  jedoch,  nicht  einwandfrei  aussehende  Sera,  insbesondere 
stark  hämoglobinhaltige,  in  verdünntem  Zustande  zu  inaktivieren,  da  sie 
derart .  nach  dem  thermischen  Eingriff  eine  bessere  J^eschaffenheit  be- 
wahren. 
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Von  51  derart  untersuchten  Serumproben  wiesen  25  keine  Eigen- 
hemmung auf,  9  entfalteten  bei  der  Originalmethode  und  der  Mandel- 
BAUMschen  Modifikation  gleich  starke  antikomplementäre  Wirkung. 
16  Sera  wirkten  nur  oder  stärker  nach  der  Originalmethode  anti- 
komplementär, und  nur  1  Serum  hatte  umgekehrt  bei  der  Inaktivierung 
nach  Mandelbaum  stärkere  Eigenheromung.  Ein  Versuchsbeispiel  möge 
das  zeigen  und  zugleich  die  Versuchsanordnung  veranschaulichen. 

Zwei  Proben  von  menschlichem  Blutserum  (a  und  b)  wurden 

o)  erst  Ys  Stunde  auf  55^  erhitzt  und  sodann  5-fach  mit  physiologi- 
scher Kochsalzlösung  verdünnt; 

ß)  zun&chst  5-fach  mit  physiologischer  Kochsalzlösung  verdünnt  und 
sodann  Ys  Stunde  auf  55^  erhitzt. 

Absteigende  Mengen  dieser  Serumverdünnungen  werden  mit  je  0,25  ccm 
I.  10- fach  verdünnten  Meerschweinchenserums, 

n.  20-fach  verdünnten  Meerschweinchenserums  1  Stunde  bei  37® 
digeriert ;  sodann  erfolgt  Zusatz  von  0,5  ccm  einer  Mischung  von  gleichen 
Teilen  Hammelblutaufschwemmung  und  Ambozeptorverdünnung. 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  4. 


Tabelle  4. 


Mengen  des 
5-faäi  ver- 
dünnten 
menschlichen 

H&molyBe  von  Hammelblut  durch  Ambozeptor  und  Meerschweinchen- 
serum, nach  Vorbehandlung  des  letzteren  mit  absteigenden  Mengen 
menscnlicheD  Blutserums 

I. 
0,025  com  Meerschweinchenserum 

II. 
0,0125  ccm  Meerschweinchenserum 

Blutsemms 

a 

b 

a 

b 

ccm 

« 

ß 

a 

ß 

a 

ß 

a 

ß 

0,75 
0,5 
0^ 
0 

m 

k 
k 

k 

k 
k 
k 
k 

m 
k 
k 

k 

k 

k 
k 
k 

m 
m 
m 

k 

k 
k 
k 
k 

0 
w 

fk 

k 

m 
fk 
k 
k 

0  =  keine  Hämolyse,  w 
komplette  Hämolyse,  k  ^  komplette 


wenig  Hämolyse,  m  =  m&ßige  Hämolyse,  fk  =  fast 
H&molyse. 


Die  in  der  Tabelle  angeführten  Serumproben  lassen  erkennen,  daß 
bei  der  Inaktivierung  nach  der  Serumverdünnung  (ß)  die 
antikomplementäre  Wirkung  —  wenn  überhaupt  vor- 
handen —  geringer  ist  als  beim  Inaktivieren  vor  dem 
Verdünnen  (a).  Allerdings  ergibt  sich  zugleich,  daß  bei  den  für 
die  Ausführung  der  WASSERMANNschen  Reaktion  geltenden  Mengen- 
verhältnissen (0,25  und  0,5  ccm  der  5-fachen  Serumverdünnung), 
wenigstens  beim  Arbeiten  mit  10-fach  verdünntem  Komplement,  eine 
Eigenhemmung  nicht  in  Betracht  kommt,  und  dementsprechend  bin 
ich  auch  bei  der  üblichen  Ausführung  der  WASSERMANNschen  Re- 
aktion Eigenhemmungen  nur  verhältnismäßig  selten  begegnet.  Sie 
waren  aber  dann  in  der  Mehrzahl  der  Fälle  bei  der  Inaktivierungs- 
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art  nach  Mandelbauh  schwächer  vorhanden  als  nach  der  Original- 
methode 1). 

Allerdings  habe  ich  dabei  im  Ausfall  der  Wasser- 
HANKschen  Reaktion  eine  gesetzmäßige  größere  Re- 
aktionsstärke der  nach  Mandelbaum  inaktivierten 
Sera  nicht  beobachten  können.  Die  unterschiede  waren  näm- 
lich nur  quantitativer  Natur,  und  dabei  war  in  der  Mehrzahl  der 
Fälle  die  WASSERHANNsche  Reaktion  nach  der  Originalmethode 
stärker,  als  bei  der  Inaktiviernng  nach  Mandelbaum.  Von  ins- 
gesamt 377  untersuchten  Serumproben  reagierten  58  gleich  stark 
positiv,  270  übereinstimmend  negativ,  37  nach  der  Originalanordnaog 
stärker  positiv,  12  bei  der  Inaktiviernng  nach  Mandelbaum  stärker 
positiv. 

Die  Prüfung  auf  WASSBBMAKNSche  Reaktion  wurde  dabei  derart  aus- 
geführt, daß  entweder  absteigende  Extraktmengen  oder  absteigende  Senun- 
mengen  mit  der  anderen  Komponente  und  Komplement  gemischt  wurdes. 
Bei  denjenigen  Seris,  die  nach  Mandelbaum  stärker  reagierten,  handelte 
es  sich  meistens  um  solche  Serumproben,  die  nur  in  den  gröBeren  Senun- 
mengen  positiv  reagierten.  Bei  starker  positiven  Seris,  d.  h.  solchen,  die 
auch  noch  in  kleineren  Serummengen  positive  WABSBBMANKscbe  Reaktion 
ergaben,  führte  dagegen  in  der  überwiegenden  Mehrsahl  der  F&Ue  die 
Originalmethode  zu  stärkeren  Reaktionen. 

Es  ergibt  sich  also  auf  Grund  meiner  Erfahrungen  in  bezug  aof 
die  praktische  Verwertung  vorläufig  kein  einwandfreier  Vorteil  für  die 
von  Mandelbaum  vorgeschlagene  Anordnung.  Wieso  die  Eigenhem- 
mungen in  der  Mehrzahl  der  Fälle  bei  der  Serumverdfinnung  vor  dem 
Inaktivieren  in  Uebereinstimmnng  mit  Mandelbaum  schwächer  siod 
und  zugleich  die  WASSERMANNsche  Reaktion  im  Gegensatz  zu  den  An- 
gaben Mandelbaums  dabei  quantitativ  weniger  empfindlich  erscheiDt, 
muß  dahingestellt  bleiben.  Von  vornherein  könnte  man  ja  eine  der- 
artige Uebereinstimmnng  in  dem  Grade  der  Eigenhemmung  und  der 
Stärke  der  WASSERMANNschen  Reaktion  eher  erwarten. 

Trotzdem  aber  ergab  sich  auch  bei  der  WASSERMAMNschen  Reaktion 
ebenso  wie  bei  der  Ausflockung  eine  prinzipielle  Kongruenz  mit  den 
Angaben  Mandelbaums,  wenn  die  Sera  bei  höherer  Temperatur  (62*) 
inaktiviert  wurden.  Bei  einer  Inaktivierungstemperatur  von 
62®  waren  nämlich  die  Eigenhemmungen  —  wenn  Ober- 
haupt vorhanden  —  durchweg  nicht  unerheblich  stärker 
nach  der  Originalmethode,  als  nach  Mandelbaum.    M&n 

1)  Orientierende  Versuche  wiesen  darauf  hin,  daß  die  Eigenhem- 
mungen starker  sind,  wenn  das  Serum  vor  dem  Inaktivieren  mit  destil- 
liertem Wasser  5-fach  verdfinnt  wird  und  erst  nach  dem  Erhitsen  das 
Besalzen  durch  Zusatz  gleicher  Teile  1,7-proz.  Kochsalzlösung  erfolgt 
Auch  schienen  derart  vorbehandelte  Sera  zu  unspezifischem  Verhalten  bei 
der  Eeaktion  zu  neigen. 
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muß  freilich  berücksichtigen,  daß  beim  Erhitzen  auf  62^  die  Sera  über- 
haupt yerhältnismäßig  leicht  eigenhemmend  werden.  Jedoch  waren  die 
unterschiede  dabei  doch  derart,  daß  nicht  selten  bei  der  Inaktivierung 
vor  der  Serumyerdünnung  das  Serum  allein  vollständige  Hemmung 
der  Hämolyse  ergab,  während  bei  der  Inaktivierung  nach  Mandelbaum 
noch  mehr  oder  weniger  starke  oder  sogar  vollständige  Hämolyse  unter 
gleichen  Bedingungen  eintrat. 

Was  aber  bei  den  Versuchen  mit  den  bei  62^  inaktivierten  Serum- 
proben bemerkenswert  ist,  ist  der  Umstand,  daß  hier  —  wenn  über- 
haupt Unterschiede  auftraten  —  die  WASSERHANNsche 
Reaktion  stärker  nach  Mandelbaum  ausfiel.  Die  Wabser- 
MANNsche  Reaktion  wird  ja,  wie  schon  Sachs  ^)  gezeigt  hat,  durch  das 
Erhitzen  der  Sera  auf  62^  überhaupt  erheblich  abgeschwächt,  wenn 
nicht  aufgehoben.  So  kommt  es,  daß  von  47  nach  dieser  Art  unter- 
suchten Wassermann-positiven  Seris  nach  der  Inaktivierung  auf  62^ 
nur  35  Sera  positiv  nach  Mandelbaum  reagierten.  Von  diesen  35  Serum- 
proben reagierten  aber  7  beim  Erhitzen  auf  62®  vor  der  Serumver- 
dfinnung  negativ,  während  10  nach  Mandelbaum  stärker  reagierten 
und  nur  1  Serum  nach  der  Originalmethode  stärkere  positive  Reaktion 
aufwies. 

Unspezifische  Reaktionen  nach  Mandelbaum  mit  den  auf  62®  in- 
aktivierten Serumproben  sind  mir  dabei  nur  andeutungsweise  zweimal 
unter  146  negativen  Serumproben  begegnet.  Im  übrigen  aber  waren 
die  negativen  Ergebnisse  bei  der  Inaktivierung  auf  62^  nach  Mandel- 
baum besser  zu  beurteilen,  als  nach  der  Originalmethode,  da  die  Eigen- 
hemmung hierbei  entweder  fortfiel  oder  in  erheblich  vermindertem 
Maße  in  Erscheinung  trat. 

Es  ergibt  sich  also  jedenfalls  bei  der  Seruminakti- 
vierung  bei  höheren  Temperaturen  eine  Bestätigung  der 
Angaben  Mandelbaums.  Dabei  erscheint  es  zunächst,  wie  auch 
Mandelbaum  hervorgehoben  hat,  überraschend,  daß  einerseits  die  Stärke 
der  WASSERMANNschen  Reaktion  zunimmt,  andererseits  die  Eigen- 
hemmung gegenüber  der  üblichen  Inaktivierung  abnimmt.  Dieser  Gegen- 
satz dürfte  aber  verständlich  sein,  wenn  man  berücksichtigt,  daß  eben 
durch  das  Inaktivieren,  zumal  bei  höherer  Temperatur,  als  bei  55  ^  die 
Eiweißkörper  des  Blutserums  so  verändert  werden,  daß  sie  stärker 
antikomplementär  wirken'),  aber  zu  gleicher  Zeit  physi- 


1)  H.  Sachs,  Verhandl.  der  Deutschen  Dermatol.  Gesellschaft,  X.  Kon- 
greß, 1908,  S.  167.  —  Ders.,  La  semaine  m^dioale,  24.  Juni  1908. 

2)  Dem  braucht  die  Tatsache  nicht  zu  widersprechen,  daß  Eigen- 
hemmungen, die  das  aktive  Serum  ausübt,  durch  Erhitzen  beseitigt  werden 
können.  Denn  dazu  genügt  schon  ein  sehr  geringer  thermischer  Eingriff. 
Es  könnte  also  durch  sehr  kurzes  Erhitzen  die  Eigenhemmung  abnehmen, 
bei  längerem  aber  wieder  eine  Zunahme  erfahren. 
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kaiisch  durch  Extraktwirkung  schwerer  beeinfluBbar 
sind.  Daß  dem  so  ist,  ergibt  sich  ja  aus  der  Tatsache,  daß  bei  der 
einfachen  üblichen  Inaktivierung  die  WASSERMAKNSche  Reaktion  der 
Sera  bei  steigendem  Erhitzen  abnimmt,  die  antikomplementäre  Wirkung 
nicht  selten  aber  eine  Zunahme  erfährt. 

Wenn  man  nnn  weiter,  wie  es  nach  den  vorangehenden  Aas- 
führangen  wahrscheinlich  ist,  annimmt,  daß  die  Veränderungen  des 
Serums  beim  Erhitzen  im  konzentrierten  Znstande  stärker  sind,  als 
beim  Erhitzen  nach  der  Verdünnung,  so  darf  man  schließen,  daß  bei 
der  Inaktivierung  nach  Mandelbaüm  beide  Veränderungen,  die  durch 
das  Erhitzen  überhaupt  bewirkt  werden,  in  geringerem  6r.ade  eintreten. 
Die  Sera  würden  also  beim  Inaktivieren  nach  der  Serumverdünnang 
weniger  antikomplementär  wirken  und  zugleich  stärker  bei  der  Wasser- 
MAKNschen  Reaktion  reagieren,  als  bei  der  üblichen  Inaktivierung  im 
konzentrierten  Zustande.  Die  Veränderungen  der  Eiweißkörper,  die  zn 
ihrer  „Stabilisierung^  führen,  bedingen  eben  offenbar  zugleich  eine 
stärkere  antikomplementäre  Wirkung. 

Nicht  ohne  weiteres  in  diese  Betrachtungsweise  einzugliedern  ist 
freilich  der  Umstand,  daß  —  wenigstens  in  meinen  Versuchen  —  beim 
Inaktivieren  der  Sera  bei  55  ^  die  WASSERMANNSche  Reaktion  nach  der 
Originalmethode  in  einer  Mehrzahl  der  Fälle  stärker  positiv  ausfiel,  als 
nach  Mandelbaum.  Man  kann  aber  annehmen,  daß  bei  der  verhältnis- 
mäßig niedrigen  Inaktivierungstemperatur  der  Einfluß  des  Erhitzens 
der  konzentrierten  Sera  auf  die  relative  Steigerung  oder  das  Erhalten 
der  antikomplementären  Wirkung  denjenigen  in  bezug  auf  die  Ab- 
Schwächung  der  Labilität  übertrifft.  So  könnte  in  einer  mehr  oder 
weniger  großen  Anzahl  der  Fälle  nach  dem  Inaktivieren  im  konzentrierten 
Zustande  die  stärkere  Eigenhemmung  durch  Summation  zu  einer  stärkeren 
Wasserm ANNschen  Reaktion  führen,  deren  Zustandekommen  eben  dabei 
durch  eine  wesentliche  Stabilisierung  noch  nicht  beeinflußt  wäre.  Bei 
höheren  Temperaturen  aber  macht  sich  —  so  müßte  man  folgern  — 
der  Einfluß  auf  die  Stabilisierung  beim  Erhitzen  derart  geltend,  daS 
die  stärkere  Eigenhemmung  keine  in  die  Wagschale  fallende  Rolle  mehr 
spielt  und  daher  die  in  verdünntem  Zustande  erhitzten  Sera  stärker 
reagieren,  obwohl  sie  eine  geringere  antikomplementäre  Wirkung  ent- 
falten, als  die  vor  der  Verdünnung  erhitzten  Serumproben. 

Wie  dem  aber  auch  sei,  so  bestätigen  jedenfalls  meine 
Untersuchungen  die  prinzipielle  Richtigkeit  des  ans 
Mandelbaums  Versuchen  sich  ableitenden  Umstandes, 
daß  bei  Einwirkung  von  thermischen  Einflüssen  auf  das 
Serum  die  Serumkonzentration  für  den  serologischen 
Luesnachweis  insofern  von  Bedeutung  ist,  als  bei  Ver- 
dünnung des  Serums  vor  dem  Inaktivieren  die  Empfind- 
lichkeit  der  Methode   gesteigert   wird.     Zwar  spielt  dieser 
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Unterschied  nach  meinen  Erfahrungen  für  die  Praxis  der  Serodiagnostik 
keine  wesentliche  Rolle,  weil  sich  mir  bei  dem  üblichen  Inaktivieren 
bei  ö5  ^  die  von  Mandelbaum  hervorgehobenen  Differenzen  keineswegs 
gesetzmäßig  ergeben  haben.  Da  aber  beim  Inaktivieren  auf  höhere 
Temperaturen  auch  ich  die  von  Mandelbaum  hervorgehobenen  dif- 
ferenzierenden Merkmale  beobachten  konnte,  so  stellen  meine  Versuche 
in  theoretischer  Hinsicht  eine  Bestätigung  der  von  Mandelbaum 
gezogenen  Schlußfolgerungen  dar.  Sie  zeigen  zugleich,  ebenso  wie  die 
Angaben  Mandelbaums,  daß  auch  in  bezug  auf  die  Bedeutung  der 
Serumkonzentration  beim  Inaktivieren  für  den  serologischen  Luesnach- 
weis Uebereinstimmung  zwischen  der  WASSERMANNschen  Reaktion  und 
der  Ausflockung  nach  Sachs  und  Georgi  besteht,  und  sie  bilden 
in  dieser  Hinsicht  ein  weiteres  Glied  in  der  Tatsachen- 
reihe, die  auf  eine  Identität  der  durch  beide  Methoden 
der  serologischen  Syphilisdiagnostik  nachgewiesenen, 
für  Lues  charakteristischen  Serumveränderungen  hin- 
deutet. 

Zasammenfassung. 

1)  Durch  die  Serum  Verdünnung  vor  dem  Inaktivieren  wurde  unter 
Verwendung  der  üblichen  Inaktivierungstemperatur  von  55 — 5ü®  bei 
der  Ausflockung  nach  Sachs  und  Georoi  keine  Steigerung  der  Empfind- 
lichkeit erzielt.  Die  verhältnismäßig  wenig  zahlreichen  Unterschiede 
waren  nur  quantitativer  Art. 

2)  Dagegen  zeigte  sich  der  Einfluß  der  Serumverdünnung  vor  dem 
Inaktivieren  im  Sinne  einer  erhöhten  Empfindlichkeit  der  Ausflockungs- 
reaktion um  so  markanter,  bei  je  höheren  Temperaturen  die  Inaktivierung 
erfolgte.  Die  größten  Unterschiede  im  Sinne  Mandelbaums  wurden 
bei  der  Inaktivierung  bei  62—63®  erzielt. 

3)  Auch  bei  Ausführung  der  WASSERMANNschen  Reaktion  ergaben 
sich  bei  der  Inaktivierungstemperatur  von  55®  in  bezug  auf  die  Empfind- 
lichkeit keine  Vorteile  durch  die  Inaktivierung  zuvor  verdünnter  Sera. 
In  einer  Mehrzahl  der  Fälle  reagierten  sogar  die  in  üblicher  Weise  vor 
dem  Verdünnen  inaktivierten  Sera  stärker  positiv. 

4)  Dagegen  war  die  Eigenhemmung  der  bei  55®  inaktivierten  Sera 
in  Uebereinstimmung  mit  den  Angaben  Mandelbaums  stärker,  wenn 
die  Sera  in  konzentriertem  Zustande  erhitzt  wurden,  als  wenn  sie  erst 
nach  vorheriger  Verdünnung  zur  Inaktivierung  gelangten. 

5)  In  Uebereinstimmung  mit  den  Erfahrungen  bei  der  Ausflockung 
ergab  sich  auch  bei  der  WASSERMANNschen  Reaktion  ein  um  so  größerer 
Einfluß  der  Seruminaktivierung  nach  dem  Verdünnen  im  Sinne  einer 
größeren  Empfindlichkeit,  bei  je  höherer  Temperatur  die  Inaktivierung 
erfolgte. 
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6)  Die  UntersuehuDgen  ergeben  also  bei  der  flblichen  Inaktivienmgs- 
temperatur  von  55 — 56^  keine  wesentlichen  Vorzüge  der  Semminakti- 
viemng  nach  dem  Verdfinnen  in  bezug  anf  die  Praxis  des  serologischen 
Luesnachweises  mittels  Ausflockung  und  WASSäRMANNscher  Reaktion. 
Sie  bestätigen  dagegen  bei  höherer  Inaktivierungstemperatur  in  theoreti- 
scher Hinsicht  die  von  Mandelbaüm  gezogenen  Schlußfolgerungen  und 
zeigen  einen  weiteren  Parallelismns  im  Verhalten  der  fflr  Lues  charakte- 
ristischen Serumbeschaffenheit  gegenüber  der  Prüfung  durch  beide 
Methoden. 


Ueber  den  Einfluß  der  Temperatur 
und  anderer  Faktoren  auf  die  Serum- 
ausflockung bei  Syphilis 

Von 

Dr.  P.  Neukirch 

Assistenzarzt  an  der  Medizinischen  Universitätsklinik 
in  Kid 


Aus  der  experimentell -biologischen  Abteilung  (Prof.  H.  Sachs)  des 

Instituts   ffir   experimentelle  Therapie   in    Frankfurt  a.  M.   (Direktor: 

Geheimer  Medizinalrat  Prof.  Dr.  W.  Kolle). 


Die  bisherigen  Prüfungen  des  serologischen  Luesnachweises  mittels 
Ausflockung  nach  Sachs  und  Georoi  ^)  haben  ergeben,  daß  die  Methode 
in  ihren  Resultaten  weitgehende  Uebereinstimmung  mit  der  Wasser- 
MAKNschen  Reaktion  aufweist  und  auch  in  divergiereuden  Fällen  im 
allgemeinen  charakteristisch  für  Lues  arbeitet.  Angaben  der  Autoren 
über  gelegentliches  unspezifisches  Verhalten  der  SACHS-GEOROischen 
Methode  waren  im  wesentlichen  der  Anlaß  zu  den  im  folgenden  mit- 
zuteilenden Untersuchungen,  die  dem  Zwecke  dienen  sollten,  Grenzen 
der  VariationsmOglichkeiten  zu  bestimmen,  innerhalb  deren  die  Aus- 
flockungsreaktion für  die  Serodiagnostik  der  Syphilis  praktisch  brauchbar 
ist.  Hauptsächlich  handelte  es  sich  dabei  um  das  Studium  der  Be- 
deutung des  Eochsalzgehaltes,  der  Extraktbeschaffenheit  und  des  Tem- 
peratureinflusses, zumal  ja  bereits  aus  den  umfassenden  Untersuchungen 
Meinickes')  und  denjenigen  Georois")  bekannt  ist,  daß  die  genannten 
Faktoren  von  mehr  oder  weniger  großem  Einfluß  auf  die  Ausflockungs- 
erscheinungen sind. 

Methodisch  benutzte  ich  die  Mengenverhältnisse,  wie  sie  der  Saohs- 
OsoROischen  Vorscbrift  entsprechen.  Es  wurden  0,1  ccm  Serum  mit  0,5  ccm 
6-fach  verdünnten  Extraktes  in  einem  Gesamtvolumen  von  1,5  ccm  digeriert. 

Von  der  Ausführung  der  Serumkontrollen  wurde  in  den  Versuchen 
im  allgemeinen  abgesehen,  weil  es  sich  im  wesentlichen  um  die  praktische 
Frage  handelte,  ob  die  Versuchsanordnung  für  serodiagnostische  Zwecke 
brauchbar  ist.  Es  ist  daher  nicht  ohne  weiteres  auszuschließen,  daß  ge- 
legentliche unspezifische  Resultate,  wie  sie  in  den  folgenden  Tabellen  ver- 
zeichnet sind,  insofern  nicht  zu  FehldiagDosen  fahren  wtirden,  als  auch  in 
den  Semmkontrollen  (ohne  Extrakt)  Flockungen  hätten  auftreten  können. 
In  praktischer  Hinsicht  ist  das  aber  ohne  Bedeutung,  da  ja  Variationen 
der  Methodik,  die  su  gehäufter  Ausflockung  in  den  Serumkontrollen  führen 
würden,  ebenso  unbrauchbar  sind,  wie  Anordnungen,  die  unspezifische  Er- 
gebnisse liefern. 

Die  Ergebnisse  wurden  mit  dem  Agglutinoskop  abgelesen  und  mit 
H — I — hl  ++I  +  (positiv),  (-|-)  (zweifelhaft)  und  —  (negativ)  bezeichnet. 

1)  H.  Sachs  und  W.  Gbobgi,  Med.  Klinik,  1918,  Nr.  83. 

2)  E.  Mbinickb,  Berl.  klin.  Wochensohr.,  1917,  Nr.  25;  1918,  Nr.  4, 
Zeitschr.  f.  Immunitätsforsch.,  Bd.  27,  1918,  S.  850  u.  518;  Bd.  28,  1919, 
S.  280. 

8)  W.  Oborgi,  Biocbem.  Zeitschr.,  Bd.  98,  1919,  S.  16.  Zeitschr. 
f.  Immunitätsforsch.,  Bd.  27,  1919,  S.  518. 
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Es  sei  daran  erinnert,  daß  nach  der  ursprünglich  von  Sachs  und  GbMROi 
gegebenen  Vorschrift  der  cholesterinierte  Binderhersextrakt  zunächst  mit 
1  Teil  0,86-proz.  Kochsalzlösung  rasch  gemischt  wird,  worauf  nach  kurzem 
umschwenken  weitere  rasche  Zugabe  von  4  Teilen  0,85-proz.  Kochsals- 
lösung erfolgt.  Die  Versuchsröhrchen  werden  2  Stunden  im  Brutschrank 
und  sodann  über  Nacht  bei  Zimmertemperatur  gehalten. 

Für  die  Ausflockung  nach  Sachs  und  Georoi  haben  schon  die 
Versuche  Georois  (I.  c.)  ergeben,  daß  die  Ausflockung  zwar  an  einen 
bestimmten  Kochsalzgehalt  gebunden  ist,  daß  aber  bei  einer  Steigerang 
des  Kochsalzgehaltes  über  den  physiologischen  hinaus  mit  der  Ver- 
stärkung der  Empfindlichkeit  die  Gefahr  wächst,  die  Zone  des  charakte- 
ristischen Verhaltens  zu  überschreiten.  Es  schien  daher  zunächst  von 
Bedeutung,  den  Einfluß  verschiedener  Kocbsalzkonzentrationen  auf  die 
Ausflockung  näher  zu  prüfen.    Ich  ging  dabei  folgendermaßen  vor: 

Absteigende  Verdünnungen  einer  80-proz.  Kochsalzlösung  (Volumen 
0,5  ccm)  wurden  unter  Zusatz  von  je  0,6  ccm  nach  der  Vorschrift  von 
Sachs  und  Gboroi  6-fach  mit  physiologischer  Kochsalzlösung  verdünnten 
cholesterinierten  Binderherzeztraktes  mit 

a)  0,5  com  mit  destilliertem  V^asser  6-fach  verdünnten  inaktivierten 
Wassermann-positiven  Serums, 

b)  0,6  ccm   mit  destilliertem  V^asser  5-fach  verdünnten  inaktivierten 
Wassermann-negativen  Serums, 

o)  0,5  ccm  destillierten  Wassers 

I.  etwa  20  Stunden  bei  Zimmertemperatur, 
U.      „      20         „  „    Brutschranktemperatur 

gehalten. 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  1. 

Tabelle  1. 


Verdünnung 

der  30-proz. 

Kochsalz- 

Gesamt- 

koch«alz- 

koDzen- 

tration 

Proz. 

Ergebnis  der  Flocknng 

I. 

bei  Zimmeriem] 

peratnr 

U. 
bei  BrutBchranktemperator 

iÖBung 
(Vol.  0,5) 

a 
Wa.  + 

b 
Wa   - 

c 
Kontrolle 

a 
Wa.  + 

b 
Wa.  — 

c 
KoDtzolle 

1:1 

10,28 

+(+) 

__ 

+ 

(+) 

«__ 

++(+) 

1:2 

5,28 

+++ 

+(+) 

+ 

+(+) 

— 

+  + 

1:4 

2,78 

+  +  + 

+(+) 

(+) 

+  + 

(+) 

+ 

1:8 

1,53 

+  +  + 

+ 

+  + 

(+) 

— 

1:16 

0,91 

++  + 

— 

— 

+  + 

— 

1:32 

0,59 

+  +(+) 

— 

— 

++ 

— 

— 

1:64 

0,44 

+  +(+) 

— 

— 

++ 

— 

— 

1:128 

0,39 

+  +(+) 

■    — 

— 

+  + 

— 

— 

1:256 

03:2 

+  + 

— 

— 

+  + 

— 

— 

Aqua  dest 

0,28 

+  + 

— 

— 

+  + 

— 

— 

Wie  zunächst  die  Kolonnen  c  der  Tabelle  zeigen,  wurden  die  Extrakt- 
lipoide durch  hohe  Kochsalzkonzentrationen  im  Brutschrank  stärker  ge- 
fällt, als  bei  Zimmertemperatur.  Es  steht  das  in  Uebereinstimmung 
mit  den  Angaben  Meinickes^),  daß  die  Elektroljtempfindlichkeit  der 

1)  £.  MsiNiOKB,  Zeitschr.  f.  Immunit&tsforsch.,  Bd.  28,  1919,  8.  296. 
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Extrakte  mit  der  Steigerang  der  Temperatur  zunimmt.  Das  Ergebnis 
der  Kolonnen  a  zeigt,  daß  ein  KochsalzöberschuB  zu  einer  Hemmung 
bzw.  Aufhebung  der  Ausflockung  fQhrt,  wie  das  ohne  weiteres  zu  er- 
warten ist  Zugleich  ergibt  sich  aus  dem  Verhalten  der  Kolonne  la, 
daß  bei  geringeren  Kochsalzkonzentrationen  eine  Steigerung  des  Koch- 
salzgehaltes in  Uebereinstimmung  mit  den  Angaben  Georois  zu  einer 
Verstärkung  der  Ausflockung  ffihren  kann.  Von  besonderem  Interesse 
für  die  hier  zu  behandelnde  Frage  ist  aber  das  aus  den  Kolonnen  b 
ersichtliche  Ergebnis.  Es  zeigt,  wie  bei  sukzessiver  Steigerung 
der  Kochsalzkonzentration  auch  bei  Wassermann-nega- 
tiven Seris  eine  unspezifische  Flockungszone  auftritt, 
die  der  hemmenden  Wirkung  der  stärksten  Kochsalzkonzentrationen 
wieder  weicht  Von  besonderer  Bedeutung  erscheint  dabei  der  umstand, 
daß  diese  unspezifische  Flockungszone  bei  Zimmertemperatur  (Ib) 
weit  deutlicher  in  Erscheinung  tritt  als  im  Brutschrank 
(IIb).  Es  entspricht  das  einerseits  den  schon  von  MeiniokbO  mit- 
geteilten Erfahrungen,  daß  die  unspezifische  Ausflockung  ein  nied- 
rigeres Temperaturoptimum  hat,  als  die  für  Lues  charakteristische. 
Es  zeigt  aber  zugleich,  daß  auch  die  bei  niedriger  Temperatur  ein- 
tretende unspezifische  Flockung  an  einen  gewissen  Kochsalzgehalt  ge- 
bunden ist.  Daß  tatsächlich  der  zum  Eintritt  unspezifischer  Flockungen 
erforderliche  Kochsalzgehalt  bei  Zimmertemperatur  im  allgemeinen  nied- 
riger ist  als  im  Brutschrank,  ergaben  noch  weitere  vergleichende  Unter- 
suchungen, von  denen  im  folgenden  ein  Versuchsbeispiel  angegeben  sei. 

Absteigende  Verdtlnnungen  30 -proz.  Kochsalzlösung  (Volumen  0,5) 
wurden  mit  je  0,5  ccm  6-fach  mit  physiologischer  Kochsalzlösung  ver- 
dünnten cholesterinierten  Rinderherzextraktes  unter  Zusatz  von  je  0,5  ccm 
5-fach  mit  destilliertem  Wasser  verdünnten  inaktivierten  Patientenserums 
(Wassermann-negative  Serumproben  a— e) 

I.  22  Stunden  bei  Zimmertemperatur, 
II.  ^2        „         im  Brutschrank  gehalten. 
Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  2. 

Tabelle  2. 


Verdünnung 

Gesamt- 

kochsal- 

koDzen. 

tration 

Proz. 

Ergebnis  der  Flockung 

der  30- proz. 

Eochsaiz- 

lÖBung 

I. 

bei  Zimmertemperatur 

II. 
bei  Brutflchranktemperatur 

(Vol.  0,5) 

a 

b 

c 

d  ^ 

e 

a 

b 

c 

d 

e 

1:1 
1:2 
]  :4 
1:8 
1:16 

10,28 
5,28 
2,78- 
1,53 
0,91 

+ 
+  (+) 
+  (+) 
+  (+) 

+ 

+(+) 

+  + 

4- 

+ 
+C+) 

+ 

+ 
+(+) 

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

t 

r+) 
+(+) 

+ 

+(+) 

+ 

+ 

+ 

(+) 

1)  E.  Mbinickb,  Zeitschr.  f.  Immnnitätsforsch.,  Bd.  27,  1918,  S.  859. 
Deutsche  med.  Wochenschr.,  1919,  Nr.  7. 

Arb.  i.  d.  Inst.  f.  ezp.  Ther.  u.  d.  Georg  Speyer-Hause  zu  Frankfurt  a.  M.   X.  4 
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Wie  die  Tabelle  zeigt,  ergibt  sich  durchweg,  daß  bei  Zimmer- 
temperatur UDspezifische  Flockungen  bereits  bei  nied- 
rigerem Kochsalzgehalt  auftreten  könne^,  als  im  Brut- 
schrank. Wenn  auch  der  zu  unspezifischer  Flocknng  ausreichende 
Kochsalzgehalt  in  jedem  Fall  bei  den  hier  herangezogenen  Serumproben 
den  physiologischen  Salzgehalt  überschreitet,  so  ist  doch  die  Möglich- 
keit nicht  auszuschließen,  daß  bei  manchen  Wassermann-negativen 
Serumproben  eine  unspezifische  Ausflockung  schon  bei  niedrigerem 
Kochsalzgehalt  in  Erscheinung  tritt,  und  man  wird  daher  den  ScblaS 
ziehen  müssen,  daß  bei  Brutschranktemperatur  die  Gefahr, 
unspezifische  Reaktionen  zu  erhalten,  geringer  ist,  als 
bei  Zimmertemperatur. 

Tatsächlich  haben  die  umfangreichen  vergleichenden  Untersuchangen 
des  hiesigen  Instituts,  wie  schon  Sachs  und  Georoi  ^)  mitgeteilt  haben, 
ergeben,  daß  Aufenthalt  der  Versnchsröhrchen  im  Brut- 
schrank an  Stelle  der  ursprünglich  von  Sachs  and 
Georoi  angegebenen  Anordnung  (2  Stunden  Brut, 
schrank,  dann  Zimmertemperatur)  die  Gefahr  uncharak- 
teristischer Reaktionen  praktisch  ausschließt.  Die  Emp- 
findlichkeit ist  dabei  allerdings  unter  sonst  gleichen  Bedingungen  etwas 
vermindert  Es  schien  daher  nicht  aussichtslos,  die  Versuchsanordnung 
derart  zu  modifizieren,  daß  die  unspezifische  Zone,  die  bei  bestimmtem 
Kochsalzgehalt,  entsprechend  der  in  Tabelle  1  und  2  wiedergegebenen 
Anordnung,  auftritt,  ausgeschaltet  wird. 

Wie  meine  Versuche  ergeben  haben,  tritt  nun  eine  nnspezifische 
Flockungszone  nicht  ein,  wenn  man  den  Extrakt  nicht  mit  physiologischer 
Kochsalzlösung,  sondern  mit  destilliertem  Wasser  gleichartig  verdünnt. 
Jedoch  ergibt  sich  dabei  auch  eine  leichtere  Aufhebbarkeit  der  für 
Syphilis  charakteristischen  Flockung  bereits  bei  verhältnismäßig  ge- 
ringem Salzgehalt,  und  die  Verdünnung  des  Extrakts  mit  Wasser  er- 
weist sich  unter  sonst  gleichen  Bedingungen  weniger  empfindlich  als 
die  Kochsalzverdünnung.  Man  kann  zwar  die  Empfindlichkeit  der  mit 
destilliertem  Wasser  bereiteten  Extraktverdünnungen  steigern,  wenn 
man  in  der  Richtung  der  von  Meinicke  ')  geübten  Methode  langsamer 
verdünnt.  Es  entsteht  aber  dadurch  kein  Vorteil,  da  die  mit  destilliertem 
Wasser  langsamer  hergestellte  Extraktverdünnung  sich  bei  geeignetem 
Salzgehalt  in  bezug  auf  unspezifische  Reaktionen  ebenso  verhält,  wie 
die  schneller  nach  der  Vorschrift  von  Sachs  und  Georoi  mit  Korh- 
salzlösung  hergestellte  Extraktverdünnung.  Man  darf  daher  schließen, 
daß  der  Kochsalzgehalt  des  VerdünnQng.smediams  be- 
reits  bei  rascher^Verdünnung  zu  derselben   Verminde- 

1)  H.  Sachs  und  W.  Gboroi,  Münch.  med.  Wochenschr.,  1919,  Nr.  16. 

2)  E.  Meinicke,  Berl.  kJin.  Wochenschr.,  1918,  Nr.  4, 


V. 
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rang  des  Dispersitätsgrades  der  Extraktbestandteile, 
auf  den  es  ja  bei  der  Ausflockung  wesentlich  ankommt, 
führt,  wie  die  langsam  mit  destilliertem  Wasser  be- 
reitete Verdünnung. 

Führten  bei  cholesterinierten  Rinderherzextrakten  vorschriftsmäßige 
Kochsalzverdünnung  und  langsame  Wasserverdünnung  etwa  zu  gleichen 
Ergebnissen,  so  ergaben  sich  beim  nicht-cholesterinierten  Rinderherz- 
extrakte Unterschiede  zugunsten  der  langsam  hergestellten  Wasser- 
verdünnung. 

Es   wurden   absteigende  Verdünnungen   dO-proz.  KochsalzlösuDg  (Vo- 
lumen 0,5)  ^ 
I.  mit  je    0,6  ocm    6-fach   mit   physiologischer  Kochsalzlösung  nach 
Vorschrift  von  Sachs  und  Gboboi  verdünnten  nicht-cholesterinierten 
Rinderherzextraktes, 
II.  mit  je  0,5  com  6-fach  mit  destilliertem  Wasser  langsam  verdünnten, 
nicht-cholesterinierten  Rinderherzextraktes  unter  Zusatz  von 

a)  0,5  ocm  5-fach  mit  destilliertem  Wasser  verdünnten  inaktivierten 
Wassermann-positiven  Serums 

b)  0,5  ccm  5-faoh  mit  destilliertem  Wasser  verdünnten  inaktivierten 
Wassermann-negativen  Serums, 

c)  0,5  ccm  destillierten  Wassers  20  Stunden  bei  Zimmertemperatur 
~         gehalten. 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  3. 

Tabelle  3. 


\TMrAi 

i~>«.^ 

Ergebnis  der  FlocknngsreaktioD 

verauuuuuj^ 

_ 

YT 

der  30*proz. 
Kochsalz- 

i. 
Kochsalzverdnnnung 

II. 

Wasserverdün  nung 

lÖSUDg 

(Vol.  0,5) 

Kochsalzkon- 

Kochsalzkon- 

zentration 

a 

b 

c 

zentration 

a 

b 

c 

Proz. 

Proz. 

1:1 

10,28 

_ 

_ 

_ 

10 

^_ 



_ 

:2 

5,28 

(+) 

— 

— 

5 

— 



— 

:4 

2,78 

+ 

— 

— 

2,5 

+  + 



— 

'8 

1,53 

+ 

— 

— 

1,25 

+  + 



— 

16 

0,91 

i 

— 

— 

0,62 

++(+) 



— 

32 

0,59 

— 

— 

0,31 

++(+) 

(+) 

— 

64 

0,44 

+ 

— 

— 

0,15 

+  +  + 

+  + 

— 

128 

0,39 

+(+) 

— 

— 

0,07 

+  +  + 

+  + 

— 

256 

0,32 

+(+) 

(+) 

— 

0,03 

++(+) 

+  +  + 

— 

Aqui 

i'deet. 

0,28 

+  + 

+ 

— 

0. 

+  +(+) 

+  +  + 

— 

Aus  der  Tabelle  ergibt  sich,  daß  bei  langsam  hergestellter 
Wasserverd^ünnung  des  Extraktes  (Teil  II)  eine  Zone  des 
Kochsalzgehaltes  deutlich  hervortritt,  innerhalb  deren 
die  Ergebnisse  für  Syphilis  charakteristisch  sind.  Bei 
rascherer  Eochsalzverdünnung  sind  jedoch,  wie  Teil  I  der  Tabelle  zeigt, 
die  Bedingungen  nicht  so  ausgeprägt.  Es  ist  nicht  ohne  Interesse,  daß 
hier  zwar  eine  ähnliche  Zone  der  Flockung  bei  Wassermann-positiven 
Seris  hervortritt,  wie  sie  Wassermann-negative  Sera  bei  Verwendung 
cholesterinierter  Extrakte  zeigen;  jedoch  ist  immerhin  die  Ausflockung 

4* 
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in  dieser  Zone  so  wenig  ausgeprägt,  daß  sie  für  diagnostische  Ver* 
Wertung  kaum  in  Betracht  kommt.  Der  Versuch  zeigt  demnach,  daB 
bei  nicht-cholesterinierten  Extrakten  die  langsame 
Wasserverdünnung  die  übliche  Kochsalzverdünnung  an 
Em.pfindlichkeit  übertrifft 

Es  ist  dabei  natürlich  nicht  auszuscÜlieflen,  da£  die  langsame  Yer- 
dünnnng  mit  physiologischer  Kochsalzlösung  theoretisch  zu  besseren  Er- 
gebnissen führen  könnte ;  praktisch  kommt  aber  die  langsame  Verdünnung 
mit  Kochsalzlösung  wegen  der  dabei  zu  befürchtenden  Eigenflookung  der 
Extrakte  nicht  in  Betracht.  Der  Cholesteringehalt  der  Extrakte 
bedeutet  daher  zugleich  insofern  einen  Regulator,  als  er 
dje  ganz  langsame  Verdünnung,  die  bei  Verwendung  von 
destilliertem  Wasser   erforderlich  ist,   überflüssig  macht. 

Das  charakteristische  Verhalten  der  uncholasterinierten,  mit  Wasser 
langsam  verdünnten  Rinderherzextrakte  ließ  die  Möglichkeit  offen,  derart 
bei  Zimmertemperatur  diagnostisch  brauchbare  Ergebnisse  zu  erzielen. 
Ich  habe  daher  mit  langsam  hergestellten  Wasserverdünnungen  unchole- 
sterinierter  Extrakte  Ausflockungsversuche  bei  Zimmertemperatur  und  im 
Brutschrank  unter  gleichzeitiger  Variationdes  Kochsalzgehaltes  angestellt. 

Je  0,5  ocm  6-faoh  mit  destilliertem  Wasser  langsam  verdünnten  nn- 
cholesterinierten  Rinderherzextraktes  wurden  mit  je  1  com  10-fach  ver- 
dünnten inaktivierten  Patientenserums  (Serumproben  1 — 12)  gemischt 

Die  Serumverdünnnngen  waren  hergestellt  mit 

a)  1,3-proz.  Kochsalzlösung, 

b)  0,85-proz.  „ 

c)  0,6-proz.  „ 

d)  destilliertem  Wasser. 

Die  Gemische  blieben  20  Stunden 
I.  bei  Zimmertemperatur, 
IL  im  Brutschrank. 
Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  4. 

Tabelle  4. 
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« 
Die    Tabelle    zeigt,    daß    die    Ergebnisse    einerseits    bei 

Zimmertemperatur,  andererseits  bei  vermindertem 
Salzgehalt  (Kolonnen  b  und  c)  an  Empfindlichkeit  ge- 
winnen. 

Bei  fehlendem  Salzgehalt  (Kolonnen  d)  ergeben  bei  Brutschrank- 
temperatur die  meisten,  bei  Zimmertemperatur  alle  Sera  Ausflockung.  Es 
entspricht  das  der  1.  Phase  der  MsiNiCKBsohen  zweizeitigen  Methode,  und 
es  verdient  eines  besonderen  Hinweises,  daß  bei  Zimmertemperatur 
in  meinen  Versuchen  auch  der  Rinderherzextrakt  die  Aus- 
flockung aller  Sera  im  salzfreien  Medium  bewirkt,  während 
bei  der  Anordnung  im  Brutschrank,  die  ja  der  Vorschrift 
Mbiniokbs  entspricht,  seinen  Angaben^)  gemäß  hauptsäch- 
lich die  Wassermann-positiven  Sera  geflockt  werden.  Es 
zeigt  das  also,  daß  es  bei  Rinderherzextrakten  wesentlich  auf  die  Tempe- 
ratur ankommt,  ob  eine  Flockung  aller  bzw.  der  meisten  Sera  im  salz- 
freien Medium  eintritt  oder  nicht. 

In  bezug  auf  die  Bedeutung  eines  größeren  oder  geringeren  Salz- 
gehaltes waren  meine  Ergebnisse  allerdings  nicht  ganz  einheitlich. 
Immerhin  schienen  in  der  Mehrzahl  der  Fälle  bei  niedrigerem  Salz- 
gehalt die  Bedingungen  empfindlicher  zu  sein,  als  bei  höherem.  Es 
besteht  hierin  ein  gewisser  Gegensatz  zu  den>on  Meinicke  erhobenen 
Befunden.  Denn  Meinicke  2)  bat  bei  der  von  ihm  angegebenen  und 
als  ^3.  Modifikation^  der  Ausflockung  bezeichneten  Anordnung, 
die  ja  methodologisch  einzeitig  ist  und  im  Prinzip  dem  hier  be- 
schriebenen Vorgang  entspricht,  gerade  einen  hypertonischen  Kochsalz- 
gehalt för  notwendig  gehalten.  Die  Verhältnisse  dürften  daher  wohl 
je  nach  der  Beschaffenneit  der  verschiedenen  Extrakte  differieren.  Es 
muß  aber  auch  dahingestellt  bleiben,  ob  etwa  die  von  Meinigkes  Ver- 
suchsanordnung abweichenden  Mengenverhältnisse  an  der  Differenz  der 
Ergebnisse  verantwortlich  sind;  denn  es  ist  zu  berücksichtigen,  daß 
meine  Versuche  entsprechend  der  Vorschrift  von  Sachs  und  Georoi 
mit  0,1  ccm  Serum  ausgeführt  sind,  wähernd  Meinicke,  abgesehen  von 
anderen  Abweichungen  der  Methodik,  mit  0,3  ccm  Serum  arbeitet,  also 
mit  dem  3-fachen  Multiplum,  das  wohl  einen  höheren  Kochsalzgehalt 
beanspruchen  und  vertragen  dürfte. 

Die  wichtige  Frage,  ob  durch  langsame  Wasserverdünnung  und 
Verwendung  uncholesterinierten  Extraktes  die  Bedingungen  für  die 
Ausflockung  praktisch  günstiger  werden,  als  bei  Benutzung  chole- 
sterinierter  Extrakte  nach  dem  Vorgang  von  Sachs  und  Georgi, 
führte  zu  einer  größeren  Reihe  vergleichender  Untersuchungen,  von 
'  denen  im  folgenden  ein  Versuchsbeispiel  angeführt  sei. 

1)  E.  Mbiniokb,  Berl.  klin.  Wochenschr.,  1917,  Nr.  60. 

2)  E.  Mbinickb,  Münch.  med.  Wochenschr.,  1918,  Nr.  49.  Deutsche 
med.  Wochenschr.,  1919,  Nr.  7,  Zeitschr.  f.  Immunit&tsforsch.,  Bd.  28, 
1919,  S.  288. 
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Je  Ifl  ccm  10-fach  verdünnten  Id aktivierten  Patientensenims  wurden  mit 

a)  0,5  Gcm  langsam  mit  destilliertem  Wasser  verdünnten  (3-fach  kon- 
zentrierten) nncholesterinierten  Binderherzeztraktes, 

b)  0,6  ccm  langsam  mit  destilliertem  Wasser  6-fach  verdünnten  chole- 
sterinierten  Rinderherzeztraktes, 

c)  0,5  ccm    6  fach    mit    Kochsalzlösung    nach   Vorschrift    verdünnten 
cholesterinierten  Binderherzeztraktes 

I.  20  Standen  bei  Zimmertemperatur, 
II.  20         „         „     Brutschranktemperatur 
gehalten. 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  6. 

Tabelle  5. 
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Aus  der  Tabelle  ergibt  sich,  daß  bei  Verwendung  des  nnchole- 
sterinierten Extraktes  und  langsamem  Verdünnen  mit  destilliertem  Wasser 
(Kolonne  a)  zwar  die  Gefahr  unspezifischer  Beaktionen  weder  im  Brut- 
schrank noch  bei  Zimmertemperatur  zu  bestehen  scheint,  daß  aber 
die  Empfindlichkeit  dieser  Anordnung  nicht  unbeträcht- 
lich hinter  derjenigen  unter  Verwendung  cholesteri- 
nierten Binderherzextraktes  und  Kochsalzverdflnnung 
nach  der  Vorschrift  von  Sachs  und  Gboroi  (Kolonne  c) 
zurückbleibt.  Andererseits  zeigen  die  Kolonnen  c  der  Tabelle  be- 
merkenswerte unterschiede  zwischen  der  Anordnung  von  Saghs-Georgi 
im  Brutschrank  und  bei  Zimmertemperatur.  Bei  Zimmertemperatur 
handelt  es  sich  bei  den  Seruroproben  11  und  12  augenscheinlich  um 
uncharakteristische  Reaktionen,  die  beim  Aufenthalt  der  Versuchs- 
röhrchen  im  Brutschrank  fehlen.  Es  ist  das  um  so  bemerkenswerter, 
als  ein  Teil  der  Wassermann-positiven  Sera  gerade  im 
Brutschrank  stärkere  Ausflockung  zeigt,  als  bei  Zimmer- 
temperatur. Es  wird  darauf  später  noch  zurückzukommen  sein. 
Hier  sei  nur  erwähnt,  daß  die  in  Erscheinung  tretenden  Verhältnisse 
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den  Erfahrungen  Meinigkes  (I.  c.)  entsprechen  dürften,  nach  denen 
die  fQr  Syphilis  charakteristische  Ausflockung  bei  höherer  Temperatur 
ein  Optimum  hat,  während  die  unspezifische  direkte  Globnlinfällbarkeit 
bei  niederer  Temperatur  leichter  zum  Aasdruck  kommt. 

Wenn  man  die  Kolonnen  b  der  Tabelle,  in  denen  cholesterinierter 
Rinderherzextrakt  langsam  mit  destilliertem  Wasser  verdünnt  ist,  einer- 
seits unter  sich,  andererseits  mit  den  übrigen  Versuchsteilen  vergleicht, 
so  zeigt  sich  zunächst,  zumal  bei  Zimmertemperatur,  eine  schwächere 
Reaktionsfähigkeit  als  bei  gleichartiger  Verdünnung  uncholesterinierter 
Rinderherzeztrakte  (a).  Es  dürfte  sich  das  ohne  weiteres  daraus  er- 
klären, daß  der  uncholesterinierte  Rohextrakt,  wie  er  in  den  Kolonnen  a 
zur  Verwendung  gelangte,  zum  Cholesterinieren  erst  3-fach  mit  Alkohol 
verdünnt  wurde,  daß  also  in  den  Kolonnen  b  der  Extrakt,  abgesehen 
von  dem  erfolgten  Cholesterinzusatz,  nur  den  3.  Teil  der  Lipoidstofie 
enthält.  Trotz  der  hierdurch  erfolgten  Abschwächung  der  Reaktion 
treten  aber,  wie  die  Serumprobe  12  zeigt,  bei  Zimmertemperatur  (I  b) 
auch  hier  offenbar  unspezifische  Reaktionen  ein,  die  im  Brutschrank  II  b) 
nicht  mehr  zum  Ausdruck  kommen.  Uebereinstimmend  aber 
ist  bei  langsamer  Wasserverdünnung  des  cholesteri- 
nierten  Rinderherzextraktes  nicht  die  Empfindlichkeit 
erzielt  worden,  wie  bei  verhältnismäßig  rascher,  nach 
der  Vorschrift  von  Sachs  und  Georoi  er/olgender  Ver- 
dünnung mit  physiologischer  Kochsalzlösung.  Zusammen- 
fassend ergibt  sich  daher,  daß  die  hier  versuchten  Modi- 
fikationen in  der  Bereitung  der  Extraktverdünnungen 
bisher  eher  Nachteile  gegenüber  der  ursprünglichen 
SAGHS-GEORGischen  Vorschrift  besitzen,  nach  der  chole- 
sterinierte  Rinderherzextrakte  mit  physiologischer  Kochsalzlösung  ver- 
dünnt werden.  Der  langsamen  Verdünnung  nicht-cholesterinierter  Ex- 
trakte mit  Wasser  scheint  nur  insofern  ein  Vorteil  zuzukommen,  als 
dabei  unspezifische  Reaktionen  bei  Zimmertemperatur  vermieden  werden. 
Der  Vorteil,  der  derart  in  der  Entbehrung  des  Brutschrankes  für  die 
Reaktion  entstehen  würde,  wird  aber  durch  einen  nicht  unerheblichen 
Verzicht  auf  Empfindlichkeit  erkauft 

Bietet  somit  nach  den  bisher  mitgeteilten  Erfahrungen  die  Ver- 
dünnung cholesterinierter  Extrakte  mit  physiologischer 
Kochsalzlösung  in  praktischer  Hinsicht  die  besten  Bedingungen, 
so  bedarf  der  schon  erwähnte  unterschied  zwischen  dem  Verhalten  der 
Ausflockung  bei  Zimmertemperatur  und  im  Brutschrank  (Ic  und  II  c 
der  Tabelle)  noch  besonderer  Erörterung.  Aus  dem  Umstand,  daß 
die  Ausflockung  bei  Zimmertemperatur  einerseits  weniger  empfindlich, 
andererseits  eher  unspezifisch  erfolgt  als  im  Brutschrank,  darf  man 
nicht  ohne  weiteres  auf  die  gleichen  Verhältnisse  bei  der  ursprünglich 
von   Sachs  und  Georoi  angegebenen  Anordnung  schließen,  bei  der 
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die  Röbrcheo  erst  2  Stunden  im  Brutschrank  und  dann  bei 
Zimmertemperatur  gehalten  werden.  Der  vorangehende  2-stündige 
Aufenthalt  im  Brutschrank  ist  nämlich  (vgl.  hierzu  die  Angaben  Georgis 
[1.  c.])  in  der  Sachs- GEORGischen  Methode  wesentlich,  und  besondere 
Versuche  haben  gezeigt,  daß  unspezifische  Flockungen,  wie  sie  bei 
alleinigem  Aufenthalt  der  Versuchsröhrchen  bei  Zimmertemperatur  ge- 
häuft auftreten  können,  fortfallen,  wenn  die  Versuchsröhrchen  zuvor 
der  Brutschranktemperatur  ausgesetzt  worden  sind.  Es  sei  im  folgen- 
den hierfür  ein  Versuchsbeispiel  angeführt: 

Chemische  von  je  0,5  ccm  6-fach  mit  physiologiflcber  Kochsalsldsung 
verdünnten  cholesterinierten  Binderherseztraktes  vnurden  mit  je  1  ccm 
10-£ach  verdünntem  inaktivierten  Patientenserums 

a)  24  Stunden  bei  870, 

b)  2  „  n      n     iu^<l  ^her  Nacht  bei  Zimmertemperatur  (ur- 
sprüngliche Ajiordnung  von  Sachs  und  Osobgi), 

c)  24  Stunden  bei  Zimmertemperatur, 

d)  24  Stunden  im  Eisschrank 
digeriert. 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  6. 


Tabelle  ü. 


Ergebnis  der 
Wa.R 

Ergebnis  der  Aosflockiing  bei 

Patieoten- 
semm 

a 
37* 

b 
37»  +  Ziin- 

c 
Zimmer- 

d 
E^sadirank 

mertempentar 

temperatur 

1 

+ 

-f-+-f 

+++ 

-f+ 

+ 

2 

+ 

++  + 

++  + 

+  -I- 

+ 

3 

-h 

++-F 

++  + 

++  + 

-I-++ 

4 

+ 

+  +  -I- 

+++ 

-F-I-  + 

+ 

5 

-«- 

+  + 

+++ 

+(+) 

-h 

6 

-h 

+  -I- 

++ 

+ 

+ 

7 

+ 

+  +  + 

+++ 

+  +  + 

-h++ 

8 

+ 

+  +  + 

+  + 

(+) 

9 

+ 

+ 

+(+) 

— 

10 

+ 

+++ 

++  + 

(+) 

— 

11 

— - 

— 

— 

-^ 

4- 

12 

— 

— 



+ 

+  +  + 

13 

— 

— 



-«- 

+  +  + 

U 

— 

— 



(+) 

+ 

15 

— 

— 



+ 

+-I- 

16 
17 
18 

— 

— 

— 

(+) 

+  + 

19 
20 

— 

— 



— 

— . 

Aus  der  Tabelle  ergibt  sich,  daß  in  der  Tat  d|e  unspezi- 
fischen Reaktionen,  die  in  einem  Teil  der  Fälle  nach 
24-stündigem  Aufenthalt  der  Versuchsröhrchen  bei 
Zimmertemperatur  (c)  auftreten,  verschwinden,  wenn 
die  Versuchsröhrchen  zuvor  nach  der  Vorschrift  von 
Sachs   und   Georqi   vorgewärmt  werden  (b).    Zugleich  ist 
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damit  eine  Verstärkung  der  spezifischen  positiven  Reaktion  ersichtlich, 
wie  das  bereits  den  von  Georgi  früher  mitgeteilten  Befunden  ent- 
spricht. 

Allerdings  unterscheiden  sich  die  von  mir  erhaltenen  Ergebnisse 
von  denen  Georois  insofern,  als  mit  der  Temperaturernied- 
rigung eine  große  Anzahl  von  unspezifischen  Reak- 
tionen bei  Wassermann-negativen  Seris  in  Erscheinung 
tritt.  Für  diese  Divergenz  mögen  einerseits  Unterschiede  in  der 
Extraktbeschaffenheit,  die  auch  in  meinen  Versuchen  zu  wechselnden 
Ergebnissen  führten,  verantwortlich  seio,  andererseits  waren  aber  die 
.  früheren  Versuche  Georgis  mehr  orientierender  Art,  da  es  sich  bei 
ihnen  zunächst  um  die  Bestimmung  des  Einflusses  veränderter  Be- 
dingungen auf  die  Empfindlichkeit  der  Methode  handelte.  In 
dieser  Hinsicht  besteht  auch  insofern  Uebereinstimmung  zwischen  den 
Ergebnissen  Georgis  und  den  meinigen,  als  sich  eine  deutliche  Verminde- 
rung der  Empfindlichkeit  bei  Eisschranktemperatur  ergibt  (Kolonne  d), 
wie  das  auch  Erfahrungen  Meinigkes^)  entsprechen  dürfte.  Zugleich 
zeigen  aber  meine  Versuche,  daß  mit  der  weiteren  Abkühlung 
auf  Eisschranktemperatur  der  Mangel  an  charakteristi- 
schem Verhalten  noch  gesteigert  wird. 

Ein  Vergleich  der  Kolonnen  a  und  b  der  Tabelle  zeigt  zugleich, 
daß  bei  24-Btündigem  Aufenthalt  der  Versuchsröhrchen  bei  37^  die 
positiven  Reaktionen  bald  stärker,  bald  schwächer  sind>  als  bei  2-stün- 
digem  Aufenthalt  der  Versuchsröhrchen  im  Brutschrank  und  nach- 
folgendem Verweilen  bei  Zimmertemperatur.  Die  ausführlichen  Ver- 
suchsreihen des  Instituts  haben  allerdings,  wie  schon  Sachs  und  Georgi 
berichtet  haben,  ergeben,  daß  bei  alleinigem  Aufenthalt  im  Brutschrank 
die  Empfindlichkeit  unter  Umständen  gegenüber  der  bisherigen  An- 
ordnung (2  Stunden  Brutschrank  und  dann  Zimmertemperatur)  ver- 
mindert sein  kann.  Der  Nachteil  der  etwas  geringeren  Empfindlichkeit 
kann  aber  durch  eine  dem  alleinigen  Brutschrankaufenthalt  angepaßte 
Cholesterinierung  der  Extrakte  ausgeglichen  werden,  und  es  steht  ihm 
der  Vorteil  gegenüber,  daß,  wie  erwähnt,  bei  alleinigem  Brutschrank- 
aufenthalt unspezifische  Resultate  kaum  mehr  zu  befürchten  sind. 

Nicht  nur  von  praktischem,  sondern  auch  von  theoretischem  Inter- 
esse ist  die  Tatsache,  daß  das  2-stündige  Vorwärmen  der  Sera  aus- 
reichend ist,  um  unspezifische  Reaktionen  bei  Zimmertemperatur  im 
allgemeinen  zu  vermeiden.  Es  deutet  das  darauf  hin,  daß  in  der 
Wärme  irreversible  kolloidale  Reaktionen  sich  voll- 
ziehen, die  eine  spätere  Flockung  durch  den  Einfluß  niedriger 
Temperatur  ausschließen.  Der  Einfluß  dieser  vorangehenden  Wärme- 
reaktion dokumentiert  sich,  wie  meine  Versuche  gezeigt  haben,  sogar 


1)  E.  Mbinickb,  Zeitechr.  f.  Immunitätsforsch.,  Bd.  27,  1918,  S.  369. 
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auch  dann,  wenn  man  die  Versuchsröhrchen  nach  dem  Vorwärmen  in 
den  Eisschrank  stellt.  Das  folgende  Versuchsbeispiel,  das  hierffir  als 
Beleg  angeführt  sei,  zeigt  zugleich,  daß  es  sich  bei  den  im  Brutschrank 
eintretenden  Veränderungen  um  eine  zeitliche  Reaktion  handelt,  die 
je,  nach  der  Serumbeschaffenheit  variiert. 

Je  0,5  com   6-fach   verdünnten    cholesterinierten   Binderherzeztraktes 
wurden  mit  je   1  com   10-fach    verdünnten  inaktivierten  Patientensenuns 
I.  24  Stunden  im  Eisschrank, 
n.  a)  2Vs  Stunden  im  Brutschrank  und  danach 

b)  über  Nacht  im  Eisschrank, 
in.  a)  5  Stunden  im  Brutschrank  und  danach 

b)  über  Nacht  im  Eisschrank, 
IV.  a).24  Stunden  im  Brutschrank  und  danach 
b)  über  Nacht  im  Eiaschrank 
gehalten. 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  7. 

Tabelle  7. 


Ergebnis  der 
Wa.R. 

Ergebnis  der  Ausflockung  nach 

Ig 

•I. 

II. 

III. 

IV. 

24  IStd. 

a 

b 

a 

b 

a 

b 

Eis. 

2V,  Btd. 

üb.  Nacht 

5  ßtd. 

üb.  Nacht 

24Std 

üb.  Nacht 

^ 

schrank 

37« 

Eisschr. 

37» 

Eissc^. 

37  • 

Eisschr. 

1 

+ 

+  +  + 

+ 

+  + 

+ 

+  + 

+ 

++ 

2 

+ 

+  + 

+ 

+  + 

+ 

+  + 

+++ 

+++ 

3 

+ 

+  + 

•f 

+  + 

+ 

+  + 

+  +  + 

+++ 

4 

+ 

+ 

(+)      '       + 

+  + 

+  +  + 

+++ 

+++ 

5 

+ 

— 

+(+)    1     +(+) 

+  + 

+  + 

+  +  + 

+++ 

6 

sehr  8chwaoii  + 

+  +  + 

-       i      +  + 

— 

+  + 

— 

-h  + 

7 

f»          »»       "i 

+ 

-       1      +  + 

— 

+ 

— 

+ 

8 

+  + 

-             +  + 

— 

+ 

— 

— 

9 

— 

+  + 

-             (+) 

— 

— 

— 

— 

10 
11 

— 

+  +  + 

-           +  +  + 

— 

+  + 

— 

— 

12 

— 

— 

" 

- 

— 

— 

— 

Die  Tabelle  bestätigt  zunächst  in  Teil  I  die  bisherigen  Erfahrungen, 
nach  denen  im  Eisschrank  die  Ausflockung  unspezifisch  ausfällt  Sie 
zeigt  aber  zugleich  in  den  Kolonnen  II — IV,  daß  mit  fort- 
schreitendem vorherigen  Erwärmen  im  Brutschrank  die 
unspezifischen  Ergebnisse  entsprechend  abnehmen. 
Schon  nach  5-stündigem  Aufenthalt  im  Brutschrank  und  nachfolgender 
Einwirkung  im  Eisschrank  sind  die  nicht-spezifischen  positiven  Reaktionen 
abgeschwächt  oder  aufgehoben.  Nach  24-stündiger  Brut- 
schrankeinwirkung und  nachfolgendem  ebenso  langen 
Aufenthalt  im  Eisschrank  ist  von  uncharakteristischer 
Flockung  nichts  mehr  zu  bemerken.  Es  ergibt  sich  also  mit 
Sicherheit,  daß  durch  Vorbehandlung  im  Brutschrank  die 
unspezifische  Ausflockung  auch  bei  nachheriger  Kälte- 
einwirkung vereitelt  wird. 
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Man  kann  zanächst  im  Zweifel  sein,  ob  etwa  die  Serumverdünnungen 
an  und  für  sich  durch  vorherigen  Aufenthalt  im  Brutschrank  derart 
stabilisiert  werden,  daß  sie  der  unspezifischen  flockenden  Wirkung  des 
Extraktes  in  der  Kälte  widerstehen,  oder  ob  die  Extraktbestandteile  in 
der  Wärme  so  mit  den  Serumstoffen  reagieren,  daß  die  unspezifische  An- 
greifbarkeit in  der  Kälte  nicht  mehr  möglich  ist.  Wahrscheinlicher  er- 
scheint die  letztere  Annahme,  und  es  spricht  für  sie  der  Umstand,  daß 
die  sehr  schwach  Wassermann-positiven  Sera  6  und  7  nach  24-stündigem 
Aufenthalt  im  Brutschrank  negativ  reagierten,  aber  bei  nachfolgendem 
Eisschrankaufenthalt  positiv  wurden.  Es  handelt  sich  in  derartigen  Fällen 
offenbar  um  den  besonders  von  Mbinickb  hervorgehobenen  Umstand,  daß 
zwar  die  für  Syphilis  charakteristische  Beaktionsfähigkeit  besser  bei  höherer 
Temperatur,  die  Ausflockung  als  solche  aber  besser  bei  niedriger  Temperatur 
vor  sich  gehen  kann. 

Die  hier  mitgeteilten  Befunde  dürften  aber  zugleich  dafür  sprechen, 
daß  bei  sekundärer  Kälteeinwirkung  positive  Resultate  noch  in  Er- 
scheinung treten  können,  die  bei  alleinigem  Aufenthalt  im  Brutschrank 
nicht  kenntlich  sind,  und  daß  das  Verhalten  der  Ausflockung  dabei 
nicht  entfernt  den  Mangel  an  Spezifität  aufweist,  wie  bei  sofortiger 
Käiteein  Wirkung. 

Daß  nun  in  der  Tat  das  Ausbleiben  unspezifischer  Kälteflockung 
nach  vorangehendem  Erwärmen  der  Extrakt- Serumgemische  ein  allge- 
mein gesetzmäßiger  Vorgang  ist,  dafür  spricht  die  von  mir  festgestellte 
Tatsache,  daß  umgekehrt  in  der  Kälte  eingetretene  unspezifische  Aus- 
flockungen beim  Uebertragen  der  Versuchsröhrchen  in  den  Brutschrank 
Reversibilität  aufweisen  und  wieder  schwinden.  Man  kann  dadurch 
unter  Beibehalten  der  einfachen  von  Sachs  und  Gborgi,  geübten 
Methodik  beim  Arbeiten  mit  physiologischer  Eochsalzlösang  als  Ver- 
dünnungsmediam  zu  einer  zweizeitigen  Anordnung  der  Aus- 
flockungsreaktion, ähnlich  wie  bei  den  von  Meikioke  geübten 
Methoden,  gelangen,  wobei  sich  die  beiden  Phasen  des  Ver- 
suches lediglich  in  der  Temperatureinwirkung  unter- 
scheiden. 

Dabei  sind,  wie  bereits  die  bisherigen  Ausführungen  zeigen,  prin- 
zipiell zwei  Wege  möglich.  Es  werden  entweder  die  Extraktserum- 
gemische 24  Stunden  im  Eisschrank  digeriert,  wobei  unter  Verwendung 
geeigneter  Extrakte  fast  alle  Sera  ausfallen,  und  es  erfolgt  dann 
weiterer  24-stündiger  Aufenthalt  im  Brutschrank  mit  Lösung  der  für 
Syphilis  nicht-charakteristischen  Flocken ;  oder  es  wird  zunächst  24  Stunden 
im  Brutschrank  digeriert,  wobei  die  Ergebnisse  für  Syphilis  charakte- 
ristisch, aber  unter  Umständen  etwas  zu  wenig  empfindlich  sind,  und 
man  läßt  nunmehr  Eisschrankaufenthalt  folgen,  der  zu  einer  mehr  oder 
weniger  großen  Verstärkung  der  Reaktion  führt.  Versuche  dieser  Art 
haben  also  neben  dem  theoretischen  Interesse,  das  sie  beanspruchen 
dürfen,  eine  praktische  Bedeutung,  und  ich  lasse  daher  ein  Versuchs- 
beispiel folgen,  das  die  hier  herrschenden  Gesetzmäßigkeiten  illustriert. 
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Je  0,5  com   6-faoh  verdünnten   cholesterinierten  Binderheneztraktes 
wurden  mit  je  1,0  com  10-fach  verdünnten  inaktivierten  Patientensemms. 
I.  a)  24  Stunden  lang  im  Eisschrank  und  sodann 

b)  24  Stunden  im  Brutschrank, 
n.  a)  24  Stunden  im  Brutschrank  und  sodann 
b)  24  Stunden  im  Eisschrank 
digeriert. 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  8. 

Tabelle  a 


Ergebnis  der 
Wa.R 

Ergebnis  der  Flocknng  nach 
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1 

+ 
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2 

+ 
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3 

+ 
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+ 

++ 

4 

+ 
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+ 

++ 

5 

+ 
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+  + 

+ 
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6 

+ 

— 
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7 

+ 
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+ 

— 
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+ 
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+ 

— 
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9 
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+ 
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+ 
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+ 

— 

+ 
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+ 
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+ 
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— 
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Aus  der  Tabelle  ergibt  sich  ein  bemerkenswerter,  in  seinem  Wesen 
nach  unseren  vorangehenden  Ausführungen  aber  zu  erwartender  unter- 
schied in  den  Ergebnissen  der  beiden  Kolonnen  a.  Nach  primärem 
24-stflndigem  Aufenthalt  im  Eisschrank  sind  alle  Serum- 
proben mit  Ausnahme  des  Wassermann-positiven  Se- 
rums 6  ausgeflockt,  während  nach  primärem  24-stöndi- 
gem  Aufenthalt  im  Brutschrank  das  Ausflockungs- 
ergebnis durchaus  ffir  Lues  charakteristisch,  aber  nicht 
hinreichend  empfindlich  ist.  Werden  nun  in  der  2.  Phase  des 
Versuchs  die  Temperaturverhältnisse  umgekehrt,  wie  es  den  Kolonnen  b 
der  Tabelle  entspricht,  so  weisen  die  derart  erzielten  Er- 
gebnisse fast  vollständige  Uebereinstimmung  auf. 

Die  in  der  Kälte  eingetretene  unspezifische  Ausflockung  schwindet 
bei  nachfolgendem  Brutschrankaufenthalt.  Das  in  der  Kälte  negativ 
reagierende  Wassermann-positive  Serum  6  wird  positiv.  Umgekehrt  flocken 
bei  Aufenthalt  im  Brutschrank  in  der  1.  Phase  und  nachfolgender  Kälte- 
einwirkung  in  der  2.  Phase  die  zunächst  negativ  gebliebenen  syphilitischen 
Sera  aus,  während  die  nicht-STphilitischen  Sera  negativ  bleiben.  Man  er- 
hält damit  anscheinend  einen  maximalen  Grad  von  Empfindlichkeit,  wobei 
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es  allerdings  zunächst  dahingestellt  bleiben  muß,  ob  das  charakteris tische 
Gepräge  noch  hinreichend  gewahrt  ist. 

Von  theoretischem  Interesse  ist  jedenfalls  die  Tatsache,  daß  die 
un  spezifischen  Kälteflocken  in  der  Wärme  reversibel 
sind,  während  die  vorherige  Wärmeeinwirkung  die  Be- 
dingungen so  stabilisiert,  daß  u  nspezifische  Flocku  □- 
gen  in  der  Kälte  nicht  mehr  einzutreten  scheinen^), 

Es  war  von  Interesse  festzustellen,  ob  für  die  Reversibilität  der 
unspezifischen  Kälteflocken  in  der  Wärme  einerseits,  für  die  Nach- 
flockung  der  in  der  Wärme  negativ  gebliebenen  Sera  bei  späterer 
Kältewirkung  andererseits,  ein  Zeitraum  von  24  Stunden  erforderlich 
ist,  oder  ob  eine  kürzere  Bemessung  des  2.  Versuchsstadiums  hierzu 
hinreicht.  Meine  Versuche  in  dieser  Richtung  erlauben  bisher  nur 
einen  Vergleich  zwischen  einem  4-stündigen  und  24-stüniHgeD  Zeit- 
raum in  der  2.  Phase,  wie  es  folgendes  Versuchsbeispiel  zeigt: 

Je  0,5  com    6-faoh   verdünnten   cholesterinierten   Rinderherzexiraktea 
wurden  mit  je  1  com  10-fach  verdünnten  inaktivierten  PatiecteDseruma 
I.  a)  24  Stunden  im  Eisschrank  und  danach 

b)  4  Stunden  im  Brutschrank, 

c)  24  Stunden  im  Brutschrank, 

II.  a)  24  Stunden  im  Brutschrank  und  danach 

b)  4  Stunden  im  Eisschrank, 

c)  24  Stunden  im  Eisschrank 
digeriert. 

Das  Ergebnis  zeigt  Tabelle  9. 

Tabelle  9. 
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1)  Aktive  Sera,  die,  wie  ja  schon  Gbobgi  gezeigt  bat,  weniger 
empfindlich  als  inaktive,  dabei  aber  unspezifisch  bei  der  Ausflockung 
reagieren,  weisen  bei  Temperaturumkehrung  in  einer  2.  Phase  im  ue^ent- 
liehen  gleiche  Verhältnisse  auf  wie  inaktive,  ohne  daß  aber  dabei  ein  für 
Syphilis  charakteristisches  Gepräge  entsteht.  Es  werden  wohl  in  einer 
größeren  Zahl  die  im  Brutschrank  negativ  reagierenden  aktiven  Sera  bei 
späterer  Eisschrankeinwirkung  positiv,  aber  auch  unspezifiscbe  Brutäcbrank- 
reaktionen  werden  in  der  Kälte  verstärkt. 
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Wie  die  Tabelle  zeigt,'  ergibt  sich  jedenfalls  auch  hier 
der  zeitliche  Charakter,  der  den  in  der  2.  Versnöhsphase 
bestehenden  Vorgang  beherrscht.  Teil  I  zeigt  daß  ein  Dor 
mehrstündiger  Aufenthalt  im  Brutschrank  nach  vorangegangener  Kälte- 
einwirknng  nur  bei  manchen  Serumproben,  keineswegs  bei  allen  genügt, 
um  die  unspezifischen  Flocken  zum  Schwinden  zu  bringen.  Teil  II 
der  Tabelle  würde  vielleicht  die  Annahme  zulassen,  daS  schon  eio 
kürzerer  Zeitraum  des  Digerierens  im  Eisschrank  ausreicht,  um  nach 
vorheriger  Wärmeeinwirkung  den  gewünschten  Grad  von  Empfindlich- 
keit zu  erreichen.  Jedoch  sind  meine  Versuche  bisher  zu  wenig  zahl- 
reich, um  weitere  Schlußfolgerungen  zuzulassen.  Bemerkenswert  ist 
auch  in  der  Tabelle  9,  daß  gerade  positive  Sera  (4,  5)  bei  primärer 
Kälteeinwirkung  nicht  flocken,  während  die  negativen  Sera  Flockung 
aufweisen.  Es  entspricht  das  der  schon  erwähnten,  sich  ans  der  Mehr- 
zahl meiner  Versuche  ergebenden  Erfahrung,  daß  überhaupt  fast  alle 
Sera  primäre  Kälteausflockung  aufwiesen. 

Daß  mir  bei  Verwendung  verschiedener  Extrakte  Differenzen  in  dieser 
Beziehung  begegnet  sind,  möchte  ich  nochmals  hervorbeben.  £s  dätfte 
aber,  wenn  man  darauf  Wert  legt,  nicht  schwierig  sein,  durch  Art  der 
Herstellung  und  Verdünnung  der  Extrakte  die  Verhältnisse  so  zu  ge- 
stalten, daß  fast  alle  Sera  in  der^Kälte  Ausflockung  aufweisen  uod  man 
derart  für  die  praktische  Nutzanwendung  zu  ähnlichen  Verhältnissen  ge- 
langt, wie  sie  Mbinigkb  bei  seiner  Methodik  wegen  des  zweizeitigeo 
Charakters  für  zweckmäßig  erachtet^).  Es  würde  dann  ebenso  wie  bei 
der  MfliNicKBscben  Reaktion  nicht' die  erste  Phase  der  Flockung,  sondern 
die  zweite  der  Globulinlösung  den  Indikator  bilden. 

Nach  den  bisherigen  Ergebnissen  mit  der  SACHS-GEORGischen  Aus- 
flockungsreaktion, zumal  bei  Ausführung  im  Brutschrank  neben  der  ur- 
sprünglichen Anordnung  (2  Stunden  Brutschrank  und  nachfolgender 
Aufenthalt  bei  Zimmertemperatur)  dürfte  aber  kein  Anlaß  bestehen, 
die  hier  beschriebenen  zweizeitigen  Modifikationen  ohne  den  sicheren 
Nachweis  einer  wesentlichen  Verbesserung  praktischen  Zwecken  nutzbar 
zu  machen.  Der  Umstand,  daß  bis  zur  endgültigen  Ablesung  des  Er- 
gebnisses 48  Stunden  verstreichen  mfißten,  wQrde  wohl  bereits  als  ein 
Nachteil  angesehen  werden.  Immerhin  habe  ich  eine  Reihe  von  Sernm- 
proben,  die  zunächst  mit  der  Extraktverdünnung  24  Stunden  im  Brut- 
schrank gestanden  hatten,  nach   weiterem  24-stündigeo  Aufenthalt  im 


1)  Ich  habe  auch  vergleichende  Versuche  über  den  EinfluB  der  Zimmer- 
temperatur gegenüber  demjenigen  der  Eisschrank temperatur  ausgeführt 
und  möchte  nur  erwähnen,  daß  der  Einfluß  der  Zimmertemperatur  sich 
sowohl  in  der  1.,  wie  in  der  2.  Phase  im  Prinzip  ebenso,  aber  in  ver- 
mindertem Orade  äußert,  wie  derjenige  der  Eisschranktemperatur.  Für 
die  hier  vorliegende  Versuchsanordnung  dürfte  daher  die  Zimmertemperatar 
keinen  Vorteil  bieten  und  wegen  ihres  Schwankens  eher  die  Bedingungen 
ungleichmäßig  beeinflussen. 
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Eisschrank  nochmals  geprüft,    lieber  die  mit  632  Seris  dabei  erhaltenen 
Ergebnisse  gibt  Tabelle  10  Auskunft 

Tabelle  10. 

Ergebnis  der  Ausflockung 


I. 

nach  24  Stunden  im  Brutschrank 

IL 
nach  weiteren  24  Stunden  im  Eiaachnuik 

+ 

— 

+ 

— 

174 

468 

224 

408 

Es  ergibt  sicli  also,  daß  durch  Anschließen  eines  £isschrankaufeiitbalt68 
die  Zahl   der   positiven  Reaktionen   einen  Zuwachs   von  50   erfuhr.     Von 
diesen  50  Serumproben  hatten  bei  der  WAssBRMANNSohen  Reaktion  roagiert: 
19  positiv, 

10  sehr  schwach  positiv,  bzw.  zweifelhaft, 
21  negativ. 
Von  den  21  Wassermann-negativen  Sera  betrafen: 

9  sichere  Luesfälle,  je  eine  Serumprobe  war  mit  der  Bezeichnung 
Ulcus  mixtum,  verdächtige  Sklerose,  Aortitis,  Lebercirrhosej 
Malaria,  Neurasthenie,  nicht  heilende  Schußverletzung,  5  oboe 
nähere  Rezeichnung  eingesandt. 

Diese  Ergebnisse  sollen  nur  zeigen,  daß  durch  den  sekun- 
dären Eisschrankaufenthalt  eine  Verfeinerung  der  Aus- 
flockungsreaktion möglich  ist,  zumal  wenn,  wie  es  für 
meine  Versuche  zutrifft,  nicht  für  Brutschranktem  pe- 
ratur  optimal  empfindliche  Extrakte  verwendet  werden. 
Darüber,  ob  die  Spezifität  dabei  gewahrt  ist,  glaube  ich  nach  den  bis- 
herigen Erfahrungen  noch  nichts  Bestimmtes  aussagen  zu  können.  Als 
ein  Hilfsmittel,  um  in  zweifelhaften  Fällen  einen  näheren  Einblick  in 
die  vorliegenden  Verhältnisse  zu  erlangen,  dürfte  der  hier  beschriebeoe 
Weg  vielleicht  auch  praktisches  Interesse  besitzen.  Für  den  sero- 
logischen Luesnachweis  mittels  Ausflockung  wird  man  aber  vorläufig 
durch  geeignete  Cholesteriniefung  und  Verdflnnungsart  der  Extrakte 
in  der  Lage  sein,  die  Bedingungen  auch  bei  20— 24-stündiger  Versuchs* 
anordnung  hinreichend  günstig  zu  gestalten.  Jedenfalls  aber  kommt 
meinen  Versuchen  die  Bedeutung  zu,  daß  sie,  ebenso  wie  die  Unter- 
suchungen  Meiniokes  für  seine  zweizeitigen  Methoden  ergeben  habenf 
den  Einfluß  der  Temperaturverschiebung  auf  das  Er- 
gebnis bei  der  Ausflockung  nach  Sachs  und  Georgi 
dartun. 

In  theoretischer  Hinsicht  gewähren  die  hier  mit- 
geteilten Ergebnisse  einen  neuartigen  erweiterten  Ein- 
blick in  die  bei  der  Ausflockung  vorliegenden  Ver- 
hältnisse, indem  sie,  abgesehen  von  der  prinzipiellen 
Veränderung,  die  die  Ausflockung  bei  der  Temperatur- 
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erniedrigung  Dach  der  unspezifischen  Seite  hin  erfährt, 
zeigen,  daß  die  höhere  Temperatur  die  Bedingungen  in 
ffir  Syphilis  charakteristischer  Weise  stabilisiert,  die 
niedrige  Temperatur  in  ihrem  unspezifischen  EinfluB  zu 
Reaktionen  mit  ausgesprochener  Reversibilität  führen 
kann. 

Zusammenfassung. 

1)  Bei  der  Ausflockung  in  der  Anordnung  nach  Sachs  und  Georqi 
treten  bei  einer  Steigerung  des  Kochsalzgehaltes  Qber  den  physio- 
logischen auch  bei  Wassermann-negativen  Seris  unspezifische  Flocken 
auf.    Dieselben  sind  bei  Zimmertemperatur  stärker  als  im  Brutschrank. 

2)  Diese  unspezifische  Ausflockung  tritt  bei  Verwendung  unchole- 
sterinierter  Extrakte  nicht  ein. 

3)  Langsam  verdünnte,  uncholesterinierte  Rinderherzextrakte  be- 
wirkten im  salzfreien  Medium  bei  Zimmertemperatur  Ausflockungen 
mit  allen  Serumproben,  während  bei  Brutschranktemperatur  ein  mehr 
oder  weniger  großer  Teil  der  Sera  im  salzfrden  Medium  ungeflockt 
blieb. 

4)  Uncholesterinierte  Rinderherzextrakte  wirkten  bei  langsamer  Ver- 
dünnung mit  destilliertem  Wasser  auch  bei  Zimmertemperatur  charak- 
teristisch,- während  mit  physiologischer  Kochsalzlösung  nach  der  Vor- 
schrift von  Sachs  und  Georgi  verdünnte  cholesterinierte  Rinderherz- 
extrakte bei  Zimmertemperatur  gelegentlich  zu  unspezifischen  Reaktionen 
neigen  können.  Im  Brutschrank  reagierten  dagegen  die  cholesterinierten 
Rinderherzextrakte  für  Syphilis  charakteristisch  und  übertrafen  zugleich 
das  Verhalten  der  langsam  mit  Wasser  verdünnten,  nicht-cholesterinierten 
Extrakte  an  Empfindlichkeit. 

5)  Das  von  Sachs  und  Georoi  ursprünglich  vorgeschriebene 
2-stündige  Digerieren  im  Brutschrank  vor  dem  Aufenthalt  bei  Zimmer- 
temperatur ist  bedeutungsvoll,  weil  es.  die  Neigung  zu  unspezifischen 
Reaktionen,  die  bei  sofortiger  Einwirkung  der  Zimmertemperatur  be- 
steht, im  allgemeinen  beseitigt. 

6)  Mit  fortschreitender  Temperaturerniedrignng  kann  das  charak- 
teristische Verhalten  der  Ausflockung  abnehmen,  während  die  Reaktion 
gleichzeitig  an  Empfindlichkeit  verliert. 

7)  Das  charakteristische  Gepräge  der  Ausflockung  ist  am  sichersten 
gewahrt,  wenn  die  Versuchsröhrchen  über  Nacht  im  Brutschrank  ge- 
halten werden. 

8)  Vorangehender  Aufenthalt  im  Brutschrank  verhindert  im  aUge- 
meinen  das  Entstehen  unspezifischer  Reaktionen  bei  nachfolgender 
Temperaturerniedrigung  und  macht  Wassermann-negative  Sera,  die  an 
und  für  sich  in  der  Kälte  Ausflockung  zeigen,  sogar  der  Eisschrank- 
temperatur gegenüber  resistent. 
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9)  Andererseits  kann  Eisscliranktemperatur  nach  vorangehendem 
Brutschrankaufenthalt  eine  Ausflockung  primär  negativ  reagierender 
Wassermann-positiver  Sera  bewirken, 

10)  Umgekehrt  lösen  sich  bei  primärem  Eisschrankauf enthalt  ent- 
standene jinspezifische  Flocken  bei  späterem  Ueberführen  in  den  Brut- 
schrank. 

11)  Dabei  können  Wassermann -positive  Sera  primär  im  Eisschrank 
negativ  reagieren  und  bei  folgender  Einwirkung  der  Brutschranktempe- 
ratur positive  Ausflockung  ergeben. 

12)  Das  Temperaturoptimum  der  für  Syphilis  charakteristischen 
Reaktionen  liegt  bei  höherer  Temperatur,  dasjenige  der  Flock ung  als 
solcher  bei  niedriger  Temperatur,  Die  unspezifischen  KäUeflocken  lösen 
sich  in  der  Wärme  und  bleiben  nach  vorangehender  Einwirkung  höherer 
Temperatur  aus.  Die  unspezifischen  KäUeflocken  siod  also  in  der  Wärme 
reversibel,  und  die  höhere  Temperatur  führt  zu  einer  Stabilisierung  der 
Bedingungen,  die  der  unspeziöschen  Kälteflockung  keinen  Raum  mehr 
läßt  Man  kann  derart  zu  einer  zweizeitigen  Anordnung  der  Aus- 
flockungsreaktion gelangen,  in  der  sich  die  beiden  Stadien  des  Ver- 
suches nur  durch  Temperatureinwirkung  unterscheiden,  und  die  zu 
einer  Verstärkung  der  Ergebnisse  führen  kann. 


Arb.  a.  d.  Inst.  f.  exp.  Ther.  n.  d.  Georg  Speyer- Hatue  zu  Fruikfurt  :i.  M.  X. 
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Ueber  den  Einfluß  von  Säure  und 

Alkali  auf  die  Reaktionsfähigkeit  der 

Komponenten  beim  serologischen 

Luesnachweis  mittels  Ausflockung 


Von 
Dr.  B.  Stllling 


Aus  der  experimentell  -  biologischen  Abteilung  (Prof.  H-  SachöJ  des 

Instituts   für   experimentelle  Therapie   in   Frankfurt  a*  M*    (Direktor: 

Geheimer  Medizinalrat  Prof.  Dr.  W,  Kolle). 


Irotzdem  WASSERMANNSche  Reaktion  unrl  AusHockung  in  ihren 
Ergebnissen  differieren  können,  dürfte  doch  kein  Zweifel  bestehen,  daß 
es  sich  in  beiden  Fällen  primär  um  den  gleichen  Vorgang,  um  das 
Zusammenwirken  der  für  Syphilis  charakteristischen  Serumstoffe  mit 
Lipoidbestandteilen  des  Extraktes  handelt.  Nur  tritt  <lie  Ausflockung 
unter  den  Bedingungen  der  Wassermann  sehen  Reaktion  in  der  Regel 
nicht  in  Erscheinung,  wird  aber  manifest,  wenn  man  nach  dem  Vor- 
gang von  Sachs  und  Georgia)  in  geeigfieter  Weise  hergestellte 
cholesterinierte  Extrakte  benutzt  und  die  Versnchszeit  auf  20  bis 
24  Stunden  ausdehnt  oder  die  von  Meinicke  angegebenen  Methoden 
heranzieht  Außerdem  ist  bei  der  Wasser MAKxschen  Reaktion,  wie 
die  Untersuchungen  Neükirghs^)  ergeben  haben,  der  Zusatz  des  aktiven 
Meerschweinchenserums  von  hemmendem  Einfluß  auf  das  Entstehen 
sichtbarer  Präzipitation. 

Wenn  nun  wirklich  bei  der  WASSERMANNscheu  Reaktion  und  bei 
der  Ausflockungsmethode  nach  Sachs  und  Georg i  im  Prinzip  die 
gleichen  Vorgänge  den  Prozeß  einleiten,  so  ist  zu  erwarten,  daß  auch 
die  nämlichen  Eingriffe  das  Zustand  ekoni  man  der  beiden 
Erscheinungsformen  des  serologischen  Luesnachweises 
beeinflussen.  Man  darf  dabei  allerdings  nicht  einen  absoluten 
Parallelismus  erwarten.  So  besteht  unter  anderem,  wie  Georgi")  nnd 
Neükirch*)  gezeigt  haben,  in  bezug  auf  das  Verhalten  aktiver  Sera 
insofern  ein  unterschied,  als  sie  bei  der  WAssERMANNschen  Reaktion 
im  allgemeinen  stärker  als  inaktivierte,  dabei  aber  un spezifisch  reagieren, 
während  sie  sich  bei  der  Ausflockung  meist  wen!g:er  empfindlich  als 
inaktivierte,  dabei  aber  auch  unspezifisch  erweisen.  In  anderer  Hin- 
sicht   beeinflussen    aber    äußere    Eingriffe    bzw.    Veränderungen    des 


1)  H.  Sachs  und  W.  Gborgi,  Med.  Klinik,  1918,  Nr.  33. 

2)  P.  Nbukirch,  Zeitschr.  f.  Immanit&tsforgch.,  Bd,  29. 

3)  W.  Gboroi,  Biochem.  Zeitschr.,  Bd.  93,  19  t  9,  S.  16, 

4)  P.  Nbukiroh,  a.  a.  0. 
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Sachs 0,  sowie  von  Nathan')  aus  dem  hiesigen  Institat  Säure-  und 
Alkalieinfluß  Oberhaupt  zu  einer  Stabilisierung  der  Ter- 
schiedenartigsten  Serumfunktionen  ffihrt,  die  an  eine 
„Labilität^  der  Serumbestandteile  gebunden  sind. 

Bei  der  entsprechenden  Untersuchung  des  Einflusses  von  Siure- 
und  Alkaliwirkung  auf  die  Reaktionsfähigkeit  des  Extraktes  ergaben 
sich  einige  Schwierigkeiten,  die  allerdings  erwartet  werden  mufiten. 
Nach  den  von  Abramow  bei  gleichsinnigen  Versuchen  mit  der  Wasser- 
MANKschen  Reaktion  erhaltenen  Ergebnissen  ist  die  Salzsäure  imstande, 
die  charakteristische  Funktion  des  Organextraktes  bereits  in  recht 
starken  Verdünnungen  aufzuheben.  Dagegen  war  ein  gleichsinniger 
Einfluß  der  Natronlauge  innerhalb  der  Versuchsbreite  nicht  zu  erkennen, 
und  es  schienen  sogar  einige  Erfahrungen  darauf  hinzudeuten,  daß 
durch  Vorbehandlung  mit  größeren  Natronlaugenmengen  die  Wirkung 
des  Organextraktes  verstärkt  werden  kann^). 

Bei  entsprechender  Versuchsanordnung  mit  der  Ausflockungsreak- 
tion war  nun  von  vornherein  der  Umstand  zu  berQcksichtigen,  daß 
die  Vorbehandlung  des  Extraktes  mit  Salzsäure  zu  einer 
Ausflockung  der  Extraktbestandteile  fflhrt,  die  auch 
nach  dem  Neutralisieren  bestehen  bleibt.  Ob  der  Nach- 
weis einer  Aufhebung  der  für  Syphilis  charakteristischen  Reaktions- 
fähigkeit des  Extraktes  durch  Säurewirkung  möglich  ist,  mußte  daher 
zweifelhaft  erscheinen.  Meine  Versuche  entsprechen  in  der  Tat  diesen 
Erwartungen,  wie  das  folgende  Beispiel  zeigt 

Absteigende  Mengen 
I.  Normal-Salzsäure, 
n.  Normal-Natronlauge 
wurden  mit 

a)  0,5  com  6 -fach  verdünnten,  cholesterinierten  Rinderhers- 
eztraktes, 

b)  0,5  com  12- fach  verdünnten,  cholesterinierten  Rinderhen- 
extraktes,  im  Gesamtvolumen  von  1  ccm  1  Stunde  bei  37^ 
digeriert 

Sodann  wurde  neutralisiert,  indem  die  gleichen  absteigenden  Mengen 
I.  Normal-Natronlauge, 
II.  Normal-Salzsäure 
im  Volumen   von   0,5  ccm   zugefügt  wurden.     Nach  weiterem  Zusats  von 
je  0,1  ccm   inaktivierten,   syphilitischen  Patientenserums  wurde  das  Ver- 
suchsergebnis 

o)   nach  2-stündigem  Aufenthalt  im  Brutschrank, 
ß)  nach  weiterem  20-stündigem  Aufenthalt  bei  Zimmertempe- 
ratur abgelesen  (vgl.  Tabelle  2). 


1)  H.  Ritz  und  H.  Sachs,  Zeitschr.  f.  Immunitätsforsoh.,  Bd.  26,  1917, 
S.  498. 

2)  E.  Nathan,   Zeitsch.   f.   Immunitätsforsch.,   Bd.  26,    1917,   8.  608. 

3)  S.  Abramow,  a.  a.  0.  8.  161. 
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Tabelle  2. 


Ergebnis  dee  Ansflockung  nach  Behandlung  des  Extraktes  mit 

Mengen  der 
Normallösang 

I. 
n-Ha 

II. 
n-NaOH 

a 

b 

■ 
a 

b 

ccm 

a 

ß 

a 

ß 

«      j      ß 

a 

ß 

0,01 
0,008 
0,006 
0,005 
0,004 
0,008 
0,0025 
0,002 
0,0015 
0,00125 
0,001 
0 

+++ 
+++ 
+  +  + 
++  + 
+  +  + 
+++ 
+  +  + 
++  + 
+++ 

I  +++ 

;    0 

+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
+++ 
++ 

+  + 
+  + 
+  + 
+  + 
+  + 
+  + 
+  + 
+  + 
+  + 

+  + 
0 

+  + 
+  + 
+  + 
+  + 
+  + 
+  + 

+  + 
+  + 
+  + 

oooooooooooo 

++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 
++ 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 

+ 

Aas  der  Tabelle  ergibt  sich,  daß,  wie  zu  erwarten  war,  die  Salz- 
säure an  und  ffir  sich  auf  den  Extrakt  ausflockend  wirkt 
(Tgl.  Kolonnen  la  und  b  er);  denn  nach  2-stündigem  Aufenthalt  der 
Versuchsröhrchen  im  Brutschrank  weisen  lediglich  die  mit  Salzsäure 
vorbehandelten  Eitraktverdflnnungen  Ausflockung  auf.  Sogar  nach 
weiterem  20 -stündigen  Stehen  bei  Zimmertemperatur  ist  die  Aus- 
flockung nach  Salzsäurevorbehandlung  stärker  als  in  der  Kontrolle. 
Die  Frage,  ob  die  Salzsäureeinwirkung  die  Reaktionsfähigkeit  des  Ex- 
traktes bei  der  Ausflockung  ebenso  beseitigt,  wie  bei  der  Wasser- 
MANNSchen  Reaktion,  muß  also  unbeantwortet  bleiben.  Dagegen  kann 
man  aus  Teil  II  der  Tabelle  wohl  den  Schluß  ziehen,  daß  die  Natron- 
lauge innerhalb  der  Versuchsbreite  ohne  Einfluß  auf  die  Wirksamkeit 
des  Extraktes  bei  der  Ausflockung  ist.  Dies  Ergebnis  steht  in  Ueberein- 
stimmung  mit  der  gleichen  Erfahrung  von  Abramow  bei  der  Wabser- 
MANNSchen  Reaktion. 

Ob  die  Vorbehandlung  mit  Natronlauge  die  Reaktionsfähigkeit  des 
Extraktes  zu  verstärken  imstande  ist,  muß  ich  dahingestellt  sein  lassen. 
Es  hatte  in  einzelnen  Versuchen,  zumal  bei  Vorbehandlung  mit  größerer 
Natronlaugenkonzentration,  den  Anschein,  als  ob  eine  gewisse  Ver- 
stärkung der  Extraktwirkung  bewirkt  werden  könnte.  Jedoch  möchte 
ich  das  nur  unter  allem  Vorbehalt  erwähnen,  da  die  Unterschiede,  wenn 
überhaupt  vorhanden,  nur  geringgradig  waren.  Auch  an  dem  mitge- 
teilten Ergebnis  bezüglich  der  Einwirkung  von  Salzsäure  auf  den  Extrakt 
war  durch  Variation  der  Versuchsanordnung  (größere  Konzentration  der 
Normallösung,  Verwendung  geringerer  Serummengen  u.  a.)  keine  wesent- 
liche Aenderung  zu  erzielen. 

Mithin  dürfte  sich  ergeben,  daß  die  Ver&uche  über  die  Be- 
einflussung  des    Extraktes    durch   Säure-    oder   Alkali- 
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Wirkung  bei  der  Ausflockung  den  bezüglich  der  Wasser- 
MANNsehen  Reaktion  gewonnenen  Erfahrungen  keines- 
wegs widersprechen.  In  beiden  Fällen  ist  die  Natron- 
lauge auf  die  Extraktwirkung  im  allgemeinen  ohne  Ein- 
fluß; die  Wirkung  der  Salzsäure  auf  den  Extrakt  bei 
der  Ausflockung  entzieht  sich  jedoch  durch  die  eigen- 
flockende Wirkung,  die  die  Salzsäure  auf  den  Extrakt 
ausübt,  der  Beurteilung. 

ZasammenfSASSung. 

1)  Syphilitikersera  verlieren  durch  Vorbehandlung  mit  Sflure,  in 
geringerem  Maße  auch  mit  Alkali,  die  charakteristische  Funktions- 
fähigkeit bei  der  Ausflockung. 

2)  Eine  entsprechende  Wirkung  von  Alkali  auf  die  Reaktionsfähig- 
keit des  Organextraktes  war  nicht  zu  beobachten.  Eine  Beeinflussung 
des  Organextraktes  durch  Salzsäure  konnte  nicht  ermittelt  werden,  weil 
Salzsäure  an  und  für  sich  zu  einer  Ausflockung  der  Extraktbestand- 
teile führt. 

3)  Es  besteht  somit  in  dem  Einfluß  von  Säure  und  Alkali  auf  die 
im  Syphilitikerserum  und  im  Organextrakt  enthaltenen  Komponenten 
Uebereinstimmung  zwischen  Ausflockung  und  WASSERHANNScher  Reak- 
tion, bzw.  ist  aus  dem  nicht  erweisbaren  Einfluß  von  Salzsäure  auf 
den  Organextrakt  bei  der  Ausflockung  kein  Gegensatz  zu  den  bei  der 
WASSERMANNschen  Reaktion  vorliegenden  Bedingungen  abzuleiten. 


Frommaunscba  Bochdrudcerei  (Hermann  Fohle)  in  Jena.  —  47S3 
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